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mRÉSUMÉ
TC-NER dans le gène de l ’ARN ribosomal 35S chez Saccharomyces cerevisiae
Par
Carlos Zeledon
Programmes de microbiologie
Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de maitre ès sciences (M.Sc.) en microbiologie, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4
Divers agents environnementaux peuvent causer des dommages à l’ADN qui, si non 
réparés, peuvent mener à des mutations et éventuellement le cancer. Des mécanismes de 
réparation sont donc nécessaires afin de maintenir l’intégrité du génome. Un de ces 
mécanismes est la réparation par excision de nucléotides (NER) qui va réparer des 
dommages qui causent une distorsion dans l’hélice d’ADN comme ceux formés par les 
rayons UV. La NER se divise en deux sous-voies : la réparation global du génome (GG- 
NER), responsable de réparer l’ADN transcriptionnelement inactif ainsi que le brin non- 
transcrit de gènes actifs, et la réparation couplée à la transcription(TC-NER), responsable 
de réparer le brin transcrit de gènes actifs. La TC-NER ne diffère de la GG-NER que par la 
méthode de reconnaissance du dommage et va réparer les dommages plus rapidement que 
la GG-NER. Chez Saccharomyces cerevisiae, les gènes de l’ARN ribosomal peuvent 
exister en 2 états distinct dans la cellule, soit actifs et transcrits par l’ARN polymerase I ou 
soit inactifs et recouverts de nucléosomes. Des études ont démontré que suite à une 
irradiation aux UV, il y avait fermeture des gènes ribosomaux actifs et réouverture au fur et 
à mesure que les dommages sont réparés. De plus, il a été démontré, qu’après irradiation, il 
y’avait une présence plus importante d’ARN polymerase I au début du gène qu’à la fin. 
Ces évidences suggèrent que la TC-NER va réparer les dommages au début du gène et que 
son influence va diminuer au fur et à mesure qu’on avance dans le gène.
Ainsi, les travaux présentés dans ce mémoire vise à évaluer l’impact de la TC-NER sur la 
cinétique de réparation de l ’ADN ribosomal. À cet effet, une série d ’extension d’amorces 
ont été effectuées dans différentes régions du gène de l ’ARN ribosmal 35S. Ces analyses 
ont montré que la réparation des dommages UV au début du gène est médiée par la TC- 
NER alors que plus loin dans le gène, la réparation est médiée en plus grande partie par la 
GG-NER. De plus, l’analyse de la réparation dans la région terminatrice de la transcription 
a montré que la TC-NER s’arrête au site principal de terminaison T1 dans une souche WT. 
Alors que dans une souche ayant un défaut dans le terminaison de la transcription, rpal2A, 
la TC-NER arrête au site terminaison secondaire T2. Dans une autre souche déficiente dans 
la terminaison, nsilA, le TC-NER n’est pas détectable après le site T l, mais une réparation 
plus rapide est observée après le site T2.
Mots clés : UV, TC-NER, ADN ribosomal, terminaison de la transcription
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1INTRODUCTION
1.1 Le maintien du génome
L’ADN est une molécule biologique unique qui va coder pour les instructions génétiques 
utilisées pour le développement et la vie de tous les organismes vivants. Cette molécule est 
présente en une seule copie dans la plupart des cellules et va accumuler des dommages au 
courant de la vie de l’organisme, des mécanismes de réparation sont ainsi nécessaires afin 
de préserver son intégrité et assurer sa fonction (Hoeijmakers, 2001).
1.1.1 Les dommages à VADN
En condition normale, le génome d’une cellule de mammifère va souffrir de 104 à 105 
dommages par jour (Lindahl, 1993). Certains de ces dommages vont être d’origine 
endogène et sont le résultat du métabolisme cellulaire. En effet, celui-ci pourra entraîner la 
formation de radicaux libres, d’espèces nitrogenées ainsi que d’autres molécules réactives. 
Ces composés hautement réactifs vont pouvoir endommager les protéines, les lipides et 
l’ADN. Par exemple, les dérivés réactifs de l'oxygène, vont former de nombreux types de 
lésions à l’ADN tels que le 8-oxo-2’-deoxyguanosine (8-oxodG), des thymines glycols, des 
cyclopurines ainsi que des bris simple brin (SSB) et double brins de l’ADN (DSB) (Cadet 
et al., 2003). Par ailleurs, certains dommages surviennent de façon spontanée à cause de 
l’instabilité intrinsèque de la molécule d ’ADN. Notamment, les bases de l’ADN peuvent 
être hydrolysées, ce qui va mener à la création de sites abasiques (Lindahl, 1993). D ’un 
autre côté, le génome va être sous la menace constante d’agents environnementaux tels que 
les rayons ultraviolets (UV) et les radiations ionisantes pour ne nommer que ceux-là. Les 
rayons ultraviolets vont donner lieu à des dimères de pyrimidines (PDs) dans l’ADN, alors 
que les radiations ionisantes vont former des SSB, des DSB ainsi que de nombreuses 
lésions oxydatives (Hoeijmakers, 2001). Notons aussi qu’il y a plusieurs agents 
endommagent l’ADN tels que le cisplatine qui sont utilisés en chimiothérapie pour traiter le 
cancer. Ceci s’explique notamment par le fait que les cellules cancéreuses se divisent plus 
rapidement que les cellules normales et ont donc moins de temps pour réparer les 
dommages à l’ADN. De plus certaines cellules cancéreuses ont des systèmes de réparation 
déficients, comme par exemple les cellules du cancer du sein ayant une perte du gène
2BRCA1. Le gène BRCA1 est impliqué dans la réponse aux dommages à l’ADN et ces 
cellules sont donc plus sensibles aux agents créant des lésions à l’ADN, comme les 
composés platinés (Taron et al., 2004; Papadaki et al., 2012). Notez bien que les travaux 
présentés dans ce mémoire porteront exclusivement sur les UV.
1.1.2 Conséquences des lésions à VADN
Les différents types de dommages décrits dans la section 1.1 vont avoir des effets 
immédiats ou à long-terme sur l’avenir de la cellule. En effet, les lésions à l’ADN vont tout 
d’abord mener à l’arrêt du cycle cellulaire, ce qui va donner plus de temps aux cellules 
pour réparer les dommages. Cependant, si la cellule en est incapable, cela va mener soit à la 
mort cellulaire (programmée ou non) ou à l’introduction de mutations (Bemstein et al., 
2002). D’ailleurs, tout dépendant du type de lésion, certaines vont être plus cytotoxiques 
(mener à la mort cellulaire) alors que d’autres vont être plus mutagéniques (introduire des 
mutations). Un exemple de lésions presque purement mutagénique est le 8-oxo-dG, qui lors 
de la réplication va pouvoir s’apparier aussi bien avec l’adénosine qu’avec la cytosine. Ceci 
pourra se traduire en une transversion GC-TA, c’est-à-dire que lors de la réplication, il va y 
avoir appariement avec le mauvais nucléotide, ce qui va mener à une mutation ponctuelle et 
le remplacement d’une paire GC par une paire TA (Gannett et al., 1993; Akbari et 
Krohan, 2008). D’autre part, des lésions comme les DSB vont être très cytotoxiques si bien 
qu’un seul DSB, si non-réparé, est suffisant pour entrainer la mort cellulaire (Symington, 
2002; Jackson, 2002). Finalement, plusieurs types de lésions tels que les UV vont être à la 
fois cytotoxiques et mutagéniques.
1.1.3 Les rayons ultraviolets
Les UV représentent 45% du spectre solaire. Ceux-ci sont classés en trois catégories selon 
leur longueur d’onde : Les UVA, de 320 à 400 nm, les UVB, de 295 à 320 nm et les UVC, 
de 100 à 295 nm (Batista et al., 2009). Normalement, la couche d’ozone absorbe les rayons 
UV jusqu’à 310 nm, bloquant ainsi la majorité des rayons UVC et UVB (Van der Leun,
2004). Ce qui explique que la majorité des UV qui atteignent la couche terrestres sont les 
rayons UVA (95%) et UVB (5%). Ceux-ci génèrent des lésions à l’ADN dans l’ordre de 
100 000 par cellule par heure d’exposition au soleil (Jackson et Bartek, 2009). D ’ailleurs,
3ces lésions sont une source importante de mutations et jouent un rôle majeur dans 
l’occurrence de cancers de la peau (Matsumura et Ananthaswamy , 2004).
Les rayons UVB à haute énergie et les UVC sont directement absorbés par l ’ADN car 
celui-ci a un pic d’absorption à 260 nm. L’énergie absorbé provoque la formation de deux 
types de dommages : les dimères cyclobutylique de pyrimidine (CPD) et les pyrimidines 
(6-4) pyrimidones (6-4 PP). (Figure. 2) Il est à noter que les CPDs sont formés dans un 
ratio plus important que les 6-4 PPs, d’environ 3 pour 1 lors d’une irradiation aux UVC 
(Mitchell et Nairn, 1989). Par ailleurs, les 6-4 PPs possèdent un isomère Dewar, qui est 
formé à la suite d’absorption de rayons UVB ayant une longueur d’onde d ’environ 320 nm 
(Cadet et al., 2005).
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Figure 1. Formation de dimères de pyrimidines. L ’absorption de l’énergie des UV par deux pyrimidines 
adjacentes va permettre la formation de deux types de dommages : les dim ères cyclobutylique de 
pyrimidine(CPD) et les pyrimidines(6-4) pyrim idones (6-4 PP). Les 6-4 PP peuvent aussi s ’isom ériser en 
isomère de Dewar après absorption de rayons UV ayant une longueur d 'onde d ’environ 320 nm. Tiré et 
adapté de : (Li et al; 2006).
4Ces deux types de dommages créent une distorsion dans l ’hélice d ’ADN. En effet, les 
CPDs induisent un angle de 7 à 9 degrés à l’ADN, alors que les 6-4 PPs sont plus distordant 
et induisent un angle d’environ 44°. Cette caractéristique des dommages UV implique que 
l’ADN doit avoir une certaine flexibilité pour permettre la formation de ces dommages. Un 
exemple démontrant ce fait est que les dommages vont être formés plus facilement dans 
l’ADN monocaténaire que dans l’ADN bicaténaire parce que l’ADN simple brin a une plus 
grande flexibilité que l’ADN double brin (Becker et Wang, 1989). D’autre part, la 
formation de dommages va être moindre dans le sillon mineur, puisque la rigidité due à 
celui-ci empêche l’alignement correct des pyrimidines nécessaire à la formation du 
dommage (Pehrson et Cohen, 1992). De plus, des protéines liées à l ’ADN, comme les 
histones, vont moduler la formation de dommages. En effet, dans les nucléosomes, les 
CPDs se forment à chaque 10,3 pb, ce qui correspond à la périodicité de rotation de l’ADN 
autour du nucléosomes. Ceci s’explique par le fait que les CPDs sont plus facilement 
formés aux positions nucléotidiques les plus éloignées de la surface des histones (Gale et 
Smerdon, 1988; Gale et al., 1987). Notamment parce que la courbure de l’ADN favorise la 
formation de dommages à la surface extérieure du nucléosomes et inhibe celle à la surface 
intérieure. Finalement, la séquence d’ADN va aussi être importante pour la formation des 
PDs puisqu’il est prouvé que les bases adjacentes TT et TC sont beaucoup plus 
photoréactives que les bases CT et CC (Douki et Cadet, 2001).
Au contraire des rayons UVB et UVC, les rayons UVA sont mal absorbés par l’ADN. 
Toutefois ces rayons peuvent induire la formation de CPD dans l’ADN, particulièrement 
aux séquences T-T (Rochette et al., 2003). Ceci pourrait être dû à l’action d ’un 
photosensibilisateur dans la cellule qui permettrait le transfert d’énergie et la formation de 
CPDs (Cadet et al., 2005). Cependant, des évidences récentes vont à rencontre de 
l’hypothèse du photosensibilisateur, puisque l’ADN bicaténaire est en mesure d ’absorbés 
les rayons UVA de plus de 320 nm et ce, dans une solution saline sans photosensibilisateur 
(Banyasz et al., 2011 ; Cadet et al., 2005).
D’un autre côté, les rayons UV, particulièrement les rayons UVA, sont aussi capables 
d’induire d’autres types de dommages à l’ADN. Notamment, les rayons UVA causent la
5formation de 8-oxo-dG dans F ADN via F induction de stress oxydatif. Ce type de dommage 
est, avec les CPDs, une cause de la génotoxicité des rayons UVA. Finalement, il est à noter 
que d’autres types de dommages, en quantité moins importante, sont aussi formés par les 
UV tels que les SSB, les pontages ADN-protéine et les déaminations (Batista et al., 2009).
Les expériences présentées dans ce mémoire, ont été réalisées avec un rayonnement de 254 
nm, ce qui correspond à la longueur d ’ondes des UVC. Un des avantages d ’utiliser les 
rayons UVC est qu’ils sont très bien absorbés par l’ADN, mais très peu par d’autres 
molécules, comparativement aux UVA qui vont pouvoir créer des lésions aux protéines 
et/ou lipides via l’induction de stress oxydatif. Ceci rend plus simple l’interprétation des 
résultats puisqu’on n’a qu’un seul type de dommage. De plus, le spectre d'émission d'une 
lampe UVC est beaucoup plus étroit et précis par rapport au spectre d'émission des lampes 
émettant des rayons UVA et UVB. De ce fait, celles-ci pourraient émettre différentes 
longueurs d’ondes, ce qui entrainerait la formation de différents types de dommages et rend 
l’interprétation de résultats plus difficiles. Finalement, il est important de noter que quoique 
les rayons UVC ne traverse pas la couche d’ozone, les dommages qu’ils forment sont aussi 
formés à la suite d’une exposition au soleil et ceux-ci ont une grande importance 
biologique, notamment dans l’étiologie des cancers de la peau (Matsumura et 
Ananthaswamy , 2004).
1.1.4 Les mécanismes de réparation
Plusieurs mécanismes ont été développés pour réparer les différents types de lésions que 
peut subir l’ADN. Les principaux mécanismes sont présentés dans la prochaine section, 
avec une emphase particulière sur la réparation par excision des nucléotides (NER), celui-ci 
étant le mécanisme principal réparant les dommages dus aux UV. Un résumé des différents 
types de lésions et leurs mécanismes de réparation sont présentés dans la figure 2.
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Figure 2. Dommages à l’ADN et mécanismes de réparation. Divers agents créent divers types de lésions 
dans l’ADN et la cellule possède des mécanismes de réparations spécifiques afin de les réparer. Figure 
traduite et adaptée de : (Hoeijmakers, 2001).
1.1.4.1 La réparation par excision de base (BER)
La BER est la principale voie de réparation pour les dommages à l’ADN dus à l’oxydation, 
l’alkylation, la déamination et la dépurination/dépyrimidination des bases d’ADN. La BER 
permet la réparation des dommages par deux voies, la « short-patch » et la « long-patch ». 
La «short patch» mène à une réparation sur un seul nucléotide alors que la «long-patch» 
mène au remplacement de plusieurs nucléotides. La BER est initiée par une des 
nombreuses glycolases qui permettent la reconnaissance du dommage et catalysent 
l’enlèvement des bases endommagées. Par la suite d’autres enzymes réalisent l’incision du
7brin endommagée, le remplissage de la brèche et la ligation et ainsi complètent la 
réparation par excision de base (Robertson et al., 2009).
1.1.4.2 La réparation des mésappariements (MMR)
La MMR, quant à elle, est critique pour le maintien de l’intégrité du matériel génétique et 
est hautement conservée tout au cours de l’évolution. La MMR est principalement connue 
pour son rôle dans la réparation post-réplication des erreurs commises par l ’ADN 
polymérase, ce qui est essentiel pour maintenir le taux de mutations à un niveau acceptable. 
Cependant, les protéines de la MMR ont aussi d’autres fonctions telles que d’empêcher la 
recombinaison entre des séquences divergentes, promouvoir l’enjambement lors de la 
méiose, faire la surveillance des dommages à l ’ADN et permettre la diversification des 
immunoglobulines (Jun et al., 2006).
1.1.4.3 La recombinaison homologue(RH) et non-homologue
La recombinaison homologue est un type de recombinaison dans laquelle des séquences 
nucléotidiques sont échangées entre deux molécules d’ADN identiques ou similaires. Ce 
processus permet la réparation fidèle de certains dommages à l’ADN tel que les DSBs, des 
bases manquantes et les pontages inter-brins (ICL). De plus, la recombinaison homologue 
joue un rôle prédominant pour la réplication fidèle de l’ADN et la maintenance des 
télomères. Pour réparer l’ADN, la RH va utiliser la séquence homologue, normalement de 
la chromatide sœur, pour guider la réparation (Li et Heyer, 2008). Par ailleurs, il existe un 
autre mécanisme important pour la réparation des bris double-brin de l’ADN : la jonction 
des extrémités non-homologues (NHEJ). Contrairement à la RH, la NHEJ n’as pas besoin 
d’une séquence homologue pour faire la réparation, plutôt elle joint directement les deux 
côtés du bris double-brin afin de le réparer. Ce mécanisme est plus enclin à l ’erreur, 
cependant c’est le mécanisme principale pour réparer les bris double-brin lorsque les 
cellules ne sont pas en division, c'est-à-dire lorsqu’il n’y as pas de chromatide sœur pour 
faire la RH ( Lieber, 2010).
81.1.5 La réparation des dommages induits par les UV
1.1.5.1 La réparation par excision de nucléotides (NER)
La NER est la voie de réparation qui va réparer les lésions à l’ADN qui créent une 
distorsion dans l’hélice d’ADN comme les CPDs, les 6-4PPs et les pontages intra-brins. 
Cette voie de réparation va fonctionner en quatre étapes distinctes. Premièrement il y aura 
reconnaissance du dommage, ensuite incision en 5’ et 3’ de celui-ci, ce qui va permettre 
l ’excision d’un fragment d’ADN de 24 à 32 nucléotides contenant le dommage et 
finalement la réparation sera complétée par polymérisation de la brèche laissée dans l’ADN 
par la machinerie de réplication et ligation par une ligase à ADN. De plus, la NER peut être 
séparée en deux sous-voies qui ne vont différer que par la méthode de reconnaissance des 
dommages : La réparation globale du génome (GG-NER) et la réparation couplée à la 
transcription (TC-NER).
Chez l’humain, la reconnaissance du dommage lors de la GG-NER va être réalisée par la 
protéine XPC. Ceci mènera au recrutement du facteur général de transcription TFIIH qui 
contient les hélicases XPB et XPD. Ces hélicases vont permettre la séparation des 2 brins 
d’ADN. Par la suite, XPA va être recruté, va vérifier la présence du dommage et permettre 
le recrutement du reste du complexe de la NER. En outre, le recrutement de RPA va 
pouvoir stabiliser l’ADN ouvert (simple brin) et les endonucléases XPG et ERCC1-XPF 
pourront faire l’incision en 3’ et 5’ du dommage respectivement. Finalement la réparation 
pourra être complétée par excision du fragment d’ADN endommagé, synthèse d ’ADN et 
ligation (de Laat et al., 1999).
Les mécanismes de la NER sont très bien conservés chez les organismes eucaryotes et de 
ce fait il y a un homologue chez la levure pour la quasi-totalité des protéines impliquées 
dans la NER chez l’humain. Historiquement, chez Saccharomyces cerevisiae, les différents 
gènes impliqués dans la NER ont d ’abord été classifiés selon la sensibilité aux UV de 
mutants ayant des délétions de ces gènes. Les gènes de classe 1 (RAD1, RAD2, RAD3, 
RAD4, RADIO, RAD14 et RAD25) sont nécessaires à la NER et leur délétion entraîne une 
grande sensibilité aux rayons UV, alors que les gènes de classe 2 (RAD7, RAD16, RAD23 
et MMS19) sont moins importants pour l’étape d ’incision de la NER et affiche une 
sensibilité modérée aux UV (Prakash et Prakash, 2000). Chez la levure la reconnaissance
9du dommage est réalisée par le complexe Rad4p/23p/33p. Rad4p va d’abord se lier à 
l’ADN et poussera les bases endommagées à l’extérieur de l’hélice d ’ADN. Ceci permettra 
à Radl4p, l’homologue de XPA chez la levure, de confirmer la présence du dommage et 
assurer l’assemblage du complexe protéique de la NER (Bankmann et al, 1992). À la suite 
de leur recrutement, les endonucléases Radlp-RadlOp et Rad2p réaliseront l’incision en 5’ 
et 3’ du dommage, permettant l’excision du dommage et la complétion de la réparation par 
synthèse d ’ADN et ligation (Prakash et Prakash, 2000). Les protéines impliquées dans la 
NER chez l’humain ainsi que leurs homologues chez la levure sont listés dans le tableau 1.
Tableau 1: Protéines impliquées dans la réparation par excision de nucléotides chez 
l’humain et Saccharomyces cerevisiœ. Tableau adapté de (Tremblay et al., 2009).
Radl/10p Endonucléase simple brin, clive en 5'du 
dommage
XPF-ERCC1 Endonucléase simple brin, clive en 
5' du dommage
Rad2p Endonucléase simple-brin, clive en 3' du 
dommage
XPG Endonucléase simple-brin. clive en 
3' du dommage
Rad3p Sous-unité de TFIIH, hélicase 5 ' —>3 XPD Sous-unité de TFIIH. hélicase 
5 ' —3
Rad4p Liaison de l'ADN endommagé XPC Liaison de l’ADN endommagé
Radl4p Liaison de l'ADN endommagé XPA Liaison de l'ADN endommagé
Rad7/16p Liaison de l'ADN lésée de façon 
ATP dépendante, impliquée lors de 
GG-NER
- - DDB1
- - DDB2
Rad23p En complexe avec Rad4p, rôle 
régulateur de Rad4p
Rad26p Impliquée lors de la TC-NER des 
polymérases à ARN II
CSB Impliquée lors de la TC-NER des 
polymérases à ARN II
Rad28p Inconnue CSA Impliquée lors de la TC-NER des 
polymérases à ARN II
Rad33p En complexe avec Rad4p et Rad23p
- - Centrin 2 En complexe avec XPC et hR23B
Rad34p Impliquée dans la TC-NER des gènes de 
l'ARNr. Structure similaire à Rad4p, en 
complexe avec Rad23p et Rad33p
Tfblp Sous-unité de TFIIH p62 Sous-unité de TFIIH
Tfb2p Sous-unité de TFIIH p52 Sous-unité de TFIIH
Tfb4p Sous-unité de TFIIH p44 Sous-unité de TFIIH
Ssllp Sous-unité de TFIIH p34 Sous-unité de TFIIH
Ss!2p (RAD25) Sous-unité de TFIIH, hélicase 3 ' —>5 ' XPB Sous-unité de TFIIH
M etl8p *MMS19) Régulation de l'activité de TFIIH hMMS19 Interagit avec XPD et XPB
RPA (RFAl/2/3p) Liaison de l'ADN simple-brin RPA Interagit avec XPD et XPB
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Cependant, même si le mécanisme général de la NER est conservé de la levure à l’humain, 
il existe certaines différences notables. La première étant la nécessité d’un complexe formé 
par les protéines Rad7p et Radlôp pour la GG-NER chez la levure in vivo pour lequel il 
n ’existe pas d ’homologue chez l’humain (Li et Smerdon, 2004; Verhage et al., 1994; 
Verhage et al., 1996a). Ce complexe va lier l’ADN endommagé aux UV d’une manière 
ATP-dépendante (Guzder et al., 1997). Cette même activité ATPase va être inhibé par la 
liaison aux dommages UV suggérant un modèle dans lequel le complexe Rad7/16p déroule 
sur l’ADN de manière ATP dépendante et est stabilisé à un dommage par l’inhibition de 
son activité ATPase (Gudzer et al., 1998). De plus, Radlôp est un membre de la famille des 
facteurs de remodelage de la chromatine SWI/SNF et un autre modèle dans lequel le 
complexe Rad7/16p serait impliqué dans l’acétylation des histones via l’histone 
acétyltransférase Gnc5 a été développé (Yu et al., 2011). Cette acétylation faciliterait le 
déplacement des nucléosomes, permettant ainsi un accès accru au dommage pour la 
machinerie de la NER.
Une deuxième différence est l’apport différentiel du complexe humain XPC-hHR23B et de 
son homologue chez la levure, Rad4p-Rad23p, aux mécanismes de GG-NER et TC-NER. 
Effectivement, alors que XPC est seulement nécessaire à la GG-NER chez l’humain 
(Venema et al., 1991), Rad4p est essentiel aussi bien à la GG-NER qu’à la TC-NER chez la 
levure (Verhage et al., 1994). Cependant, lorsque RAD4 est deleté, il persiste de la 
réparation au niveau des gènes ribosomaux, alors que ce n’est pas le cas pour XPC 
(Christians et Hanawalt, 1994). Cette particularité des gènes ribosomaux chez la levure 
sera discutée plus en détail dans la section 1.3.6.
La transcription est la première étape de l’expression génique dans laquelle l ’ADN est 
copié en ARN par une classe d ’enzyme enzyme nommée polymérase à ARN (pARN). 
Historiquement, les premières expériences documentant un lien entre la transcription et la 
réparation ont d’abord été réalisées sur des cellules de rongeurs: CHO (Chinese Hamster 
Ovary), qui sont en fait déficientes dans la GG-NER des CPDs. Ainsi, il a été montré qu’un 
gène transcrit, DHFR, était réparé plus rapidement que la séquence transcriptionnellement 
inactive en aval (Bohr VA et al., 1985). Il a été montré par la suite que c’était dû à la 
réparation préférentielle du brin transcrit (BT) du même gène (Mellon et al., 1987).
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Maintenant, cette réparation plus rapide du BT comparativement au brin non-transcrit 
(BNT) est reconnue comme la marque de la TC-NER. D ’ailleurs, l’arrêt d’une polymérase 
au dommage est généralement accepté comme le signal initial pour la TC-NER. Cependant, 
il n’y a pas d’évidence que la TC-NER peut être déclenchée par toutes les polymérases à 
ARN. La polymérase à ARN II (pARN-II), qui transcrit les gènes encodant pour les ARNm 
et les microARN, est capable d’initier la TC-NER. Alors qu’il n’y as pas d’évidence pour la 
polymérase à ARN III (pARN-III), principalement responsable de transcrire les ARNt 
(Dammman et al., 1997). Pour la polymérase à ARN I (pARN-I), qui transcrit les gènes 
ribosomaux, la TC-NER a été montré chez la levure ( Conconi et al., 2002), mais ceci reste 
à être démontré chez l ’humain, où il ne semble pas d’y avoir de TC-NER dans les gènes 
ribosomaux (Christians et Hanawalt, 1994).
Chez l’humain, il va y avoir 2 facteurs jouant un rôle essentiel dans la TC-NER : CSA et 
CSB. Ces protéines ont été nommées ainsi pour leur rôle dans le syndrome de Cockayne 
(CS). Dans cette maladie, les patients souffrent de retard de croissance staturo-pondérale, 
de dysmorphie faciale, de photosensibilité, de troubles neurologiques progressifs et de 
retard mental mais n’ont pas une plus grande susceptibilité au cancer (Kraemer et al., 
2007). De plus, les cellules de ces patients sont déficientes en la réparation préférentielle du 
brin transcrit de gènes actifs (van Hoffen et al., 1993). Une marque du CS est, au niveau 
cellulaire, l’inhabilité de recommencer la synthèse d’ARN et d ’ADN après une exposition 
aux UV (Mayne et Lehmann., 1982). Les protéines CSA et CSB ont ainsi été impliqués 
dans le CS par des expériences de complémentation dans lesquels la reprise de synthèse 
d’ARN servait comme indicateur de la capacité de renverser l’effet du CS. Des évidences 
montrent aussi que la défectuosité d’un ou l’autre de ces 2 gènes peut causer le CS (Nance 
et al., 1992). Cependant les défauts de réparation expliquent difficilement les effets 
drastiques observés chez les patient CS et quelques modèles ont été proposés pour 
expliquer cette maladie. Un de ceux-ci suggère que les cellules CS pourrait être déficientes 
dans la TC-NER de lésions oxydatives et que lors du développement, à cause du 
métabolisme très actif, elles accumuleraient une grande quantité de dommages oxydatifs à 
l’ADN. Ces dommages bloqueraient les pARN ce qui mènerait éventuellement à l ’apoptose 
et la dégénération tissulaire. Ceci expliquerait notamment certains symptômes du CS 
comme la neurodégéneration. Cependant l’implication de la TC-NER dans l’enlèvement
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des lésions oxydatives est encore un sujet à controverse (Hanawalt et Spivak, 2008). Une 
autre cause possible du CS serait le rôle probable des protéines CSA et CSB dans 
l’initiation et l’élongation de la transcription. En effet, un modèle suggère que les effets 
drastiques du CS résultent d’un défaut de transcription plutôt que de réparation (Drapkin et 
a l, 1994; Schaffer et a l, 1993; Bradsher et al., 2002).
Néanmoins, malgré que la cause exacte du CS n’est pas encore connue, il est certain que les 
protéines CSA et CSB jouent un rôle important dans la TC-NER. CSB interagit 
dynamiquement avec la machinerie de transcription en élongation et cette interaction est 
stabilisée par rencontre d’un dommage à l’ADN (van den Boom et al., 2004). Cette 
protéine permet par la suite le recrutement des facteurs de la NER nécessaires à la 
préincision : TFIIH, RPA, XPA ainsi que les 2 endonucléases XPG et XPF/ERCC1 
(Fousteri et a l,  2006). De plus, celle-ci est aussi nécessaire au recrutement de p300, une 
histone acétyltransférase et d’un complexe ubiquitine ligase contenant CSA. CSA, quant à 
lui, permettrait ensuite le recrutement HMGN1, TFIIS et XAB2. HM GNlest une protéine 
qui lie les nucléosomes, compétitionne avec l’histone H1 pour la liaison de l’ADN de 
liaison nucléosomal et module les modifications post-traductionnelle de la queue de 
l’histone H3. TFIIS, quant à lui, aurait un rôle pour redémarrer la transcription à la suite de 
la réparation des dommages (Fousteri et Mullenders, 2008). XAB2 est une protéine 
impliquée dans l ’épissage alternatif et pourrait servir de protéine d’échafaudage pour la 
formation du complexe de la NER (Nakatsu et al., 2000).
Chez la levure les homologues de CSA et CSB sont respectivement Rad28p et Rad26p. 
Rad26p est un facteur important pour la TC-NER chez la levure, cependant Rad28p n’est 
pas requis pour la TC-NER ni la reprise de la synthèse d’ARN à la suite d’une irradiation 
aux UV (Bhatia et al., 1996; Reagan et Friedberg, 1997). Cependant, la sensibilité aux UV 
augmente lorsqu’on fait une double délétion RAD 28/RAD7 ou RAD28/RAD16 suggérant 
un rôle de Rad28p dans la tolérance au dommage (Bhatia et al., 1996). D ’un autre côté, 
chez la levure, la TC-NER n’est pas complètement dépendante de Rad26p. En fait, les 
gènes fortement transcrit ne semblent pas nécessité Rad26, mais plutôt une sous-unité de 
pARN-II : Rbp9b. Notamment, Rad26p est nécessaire pour la TC-NER au niveau du gène 
URA3, est partiellement impliqué dans celle de RBP2 et n’est pas requis pour la TC-NER
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du gène GALI lorsque celui-ci est fortement transcrit (Li et Smerdon, 2002). De plus, la 
TC-NER dans l’ADN ribosomal nécessite un autre facteur : Rad34p, qui sera discuté plus 
en détail dans la section 1.3.6. La figure 3 montre le mécanisme général de la NER chez la 
levure.
Réparation globale 
du génome (GG-NER)
Réparation couplée à 
la transcription (TC-NER)
5’
Q .
Génome
................................. 3
Brin transcrit de gènes actifs
Rad26p ou Rad34p
Radl4p
Rad4p/Rad23p
Radlp/RadlOp Rad2p
1 Synthèse d’ADN et ligation
Figure 3. La réparation par excision de nucléotides (NER) chez Saccharomyces cerevisiae. La NER peut 
être séparée en deux sous-voies qui ne vont différer que par la méthode de reconnaissance des dommages : La 
réparation globale du génome (GG-NER) et la réparation couplée à la transcription (TC-NER). À la suite de 
la reconnaissance des dommages, il va y avoir excision du brin endommagé, synthèse d ’ADN et ligation afin 
de compléter la réparation.
1.1.5.2 La réparation par photoréactivation
Un autre mécanisme de réparation pouvant réparer les dommages induits par les UV est la 
photoréactivation. Ce mécanisme fut d ’abord découvert en 1949 par Albert Kelner chez 
Streptomyces griseus (Kelner, 1949). Ce type de réparation va dépendre d’un type 
d’enzyme nommé «photolyase» qui va utiliser l ’énergie de la lumière bleue afin de réparer 
spécifiquement les dommages dus aux UV, soit des CPDs ou des 6-4PPs. Les mammifères 
placentaires tels que l’être humain, n’ont pas de photolyase, cependant une protéine
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homologue chez l’humain aurait un rôle dans l’instauration du cycle circadien (Weber,
2005).
La photolyase chez Saccharomyces cerevisiae est encodée par le gène PH R1 et va réparer 
exclusivement les CPDs (Green et MacQuillan, 1980). La réparation est très rapide et ne 
nécessite que l’enzyme elle-même, du FADH et de la lumière dans la longueur d’onde du 
bleu (Sancar, 2004). De plus, la photolyase potentialise l’action de la NER et la retirer 
entraine un défaut dans la NER chez la levure (Sancar et Smith, 1989). Pour ces raisons, les 
expériences portant sur la NER dans notre laboratoire sont effectuées en présence exclusive 
de lumière jaune afin d’éviter l’activation de la photolyase sans toutefois retirer le gène 
PHR1.
1.1.6 Coopération entre les mécanismes de réparation
Il est important de noter que certains facteurs d’un mécanisme de réparation peuvent aussi 
être impliqués dans d’autres voies de réparation. Par exemple, le complexe Radl/lOp est 
aussi impliqué dans la recombinaison homologue (Ivanov et al., 1995; Guzder et al., 2006). 
Dans le même ordre d’idée, il a été montré que la recombinaison homologue est impliquée 
dans la TC-NER chez Saccharomyces Cerevisiae (Aboussekhra et Al-Sharif, 2005). De 
plus, la réparation des pontages inter-brins nécessite l’action concertée des voies de 
réparation de la RH et la NER (Lehoczkÿ et al., 2007). Finalement, les protéines de la 
MMR peuvent aussi être impliquées dans la réparation des DSBs (Zhang et al., 2009a).
1.2 Chrom atine et NER
1.2.1 La chromatine
Si le processus général de la NER est bien connu grâces aux études in-vitro (Prakash et 
Prakash, 2000), celui-ci doit quand même pouvoir se réaliser dans un contexte où l ’ADN 
est compactée dans le noyau. Cette compaction est possible grâce aux histones H2A, H2B, 
H3 et H4. Deux copies de chaque histone vont servir à former un octamère d’histone sur 
lequel 147 pb d’ADN vont pouvoir s’enrouler pour former un nucléosome, qui est la 
structure de base de la chromatine (Richmond et al., 1997; Luger et al., 1997). Chaque 
nucléosome va être séparé de l’autre par un ADN de liaison qui va varier en longueur selon 
l ’espèce. Par exemple il va varier de 38 à 53 pb chez l’humain, alors que chez la levure cet
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ADN intemucléosomique est plus court, allant de 15 à 20 pb (Schones et al., 2008). De 
plus, dans un même organisme, cette longueur peut varier selon le tissus, le type cellulaire 
et dans le génome même (van Holde, 1988). Chez l’humain, une histone de liaison H1 ou 
H5 va se lier à l’ADN intemucléosomique, alors que chez la levure ce n’est pas le cas, ceci 
serait dû au fait que l’ADN de intemucléosomique est moins long chez la levure (Jansen et 
Vestrepen, 2011).
La succession de nucléosomes va former une fibre de 10 nm dénommée «collier de perle» 
(Olins et Olins, 2003). Un niveau de compaction supérieur va permettre la formation d ’une 
fibre de 30 nm contenant 5 à 6 nucléosome par tour (Thoma et al., 1979). Finalement, 
d ’autres niveaux de compaction permettront d’obtenir la forme la plus condensée de la 
chromatine qui est le chromosome en phase mitotique (Fig.4).
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Figure 4. Compaction de la chromatine. La première étape de compaction de l’ADN est l’enroulem ent de 
celui-ci autour d ’un octamère d ’histones pour former des nucléosomes. La succession de nucléosomes va 
former une structure en collier de perle. Des étapes de compactions supérieures vont permettre la formation 
d ’une fibre de 30 nm et le plus haut niveau de compaction qui est le chromosome mitotique. Figure adaptée 
de : (Jansen et Verstrepen, 2011).
17
Chez les organismes supérieurs eucaryotes, il existe deux forme de chromatine : 
l’euchromatine qui est permissive à la transcription et l’hétérochromatine qui est une forme 
hautement condensée de la chromatine et inactive dans l’expression des gènes (Rusche et 
al., 2003; Hennig, 1999). Fait intéressant, même si l’euchromatine est la forme moins 
condensée, elle est tout de même 50 fois plus compacte que l’ADN nu (Hom et Peterson, 
2002). Chez la levure, dû à des différences structurelles et dans le niveau de compaction il 
n’existe d’hétérochromatine en tant que tel. Cependant certaines régions dans le génome de 
Saccharomyces cerevisiae présente des similitudes à l’hétérochromatine (Grunstein et al., 
1995; Sun et al., 2011). Ces régions présentent une chromatine dite répressive et celle-ci fut 
d ’abord identifiée dans le locus sexuel chez Saccharomyces cerevisiae. Cette chromatine 
répressive se retrouve aussi dans deux autres régions du génome de Saccharomyces 
cerevisiae : les télomères et les gènes ribosomaux. Les protéines impliquées dans 
l ’établissement et la maintenance de cette chromatine silencieuse sont les protéines sir 
«Silent Information Regulators». On compte quatre protéines dans cette famille : Sirlp, 
Sir2p, Sir3p et Sir4p. Ces quatre facteurs sont nécessaires pour l ’établissement de la 
chromatine répressive dans le locus du type sexuel (Braunstein et al, 1993; Gasser et 
Cockell, 2001). Cependant, sirlp n’est pas requis pour la formation de l’hétérochromatine 
au niveau des télomères alors qu’au niveau de l’ADNr, seul Sir2p aurait un rôle dans le 
l’établissement de la chromatine répressive (Smith et Boeke, 1997).
Par ailleurs, les niveaux de compaction sont hautement dynamiques et peuvent être 
contrôlés par différents mécanismes. Le premier étant les modifications post- 
traductionnelles des histones, principalement dans les queues d ’histones, réalisées par une 
multitude d’enzyme hautement spécifiques. Ces enzymes peuvent être recrutées à l’ADN 
par divers mécanismes, comme par exemple des protéines qui lient des sites spécifiques de 
l’ADN, des co-activateurs ou co-répresseurs, la pARN-II ou encore des modifications déjà 
présentes aux histones (Eissenberg et Shilatifard, 2010; Brownell et al., 1996; Krogan et 
al., 2003; Zippo et al., 2009). Les modifications possibles inclus l’acétylation des lysines 
(K), la méthylation des lysines et des arginines (R), la phosphorylation des serines et 
thréonines, l’isomérisation des prolines et l’attachement des petits peptides ubiquitine et 
SUMO (Kouzarides, 2007). Les modifications les mieux caractérisées sont l’acétylation et
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la méthylation. L’acétylation des histones fut décrite pour la première fois en 1961 et les 
études subséquentes ont démontré un rôle de l’acétylation afin de faciliter la transcription 
(Allfrey et al., 1964; Pogo et al., 1966; Phillips, 1963). Notamment, ceci est dû au fait que 
l’acétylation des histones réduit la charge positive des histones, ce qui réduit l’interaction 
charge dépendante des histones avec l’ADN nucléosomal, l’ADN de liaison ou les histones 
adjacentes. Ceci entraîne une structure moins compacte de la chromatine et facilite l’accès à 
l’ADN à des complexes protéiques tels que la machinerie de transcription. Cette 
accessibilité augmentée a aussi un rôle dans d’autres processus cellulaire tels que la 
réplication et la réparation de l’ADN. Il est aussi important de noter que ces modifications 
sont réversibles. Par exemple, dans le cas de l ’acétylation, l’ajout d’un groupement acétyle 
est médié par un groupe spécifique d ’enzyme nommées histones acétyle transférase (HAT) 
alors qu’un autre groupe d’enzymes, les histones désacétylases (HDAC) vont permettre de 
retirer ces groupements. D’autre part, une autre modification importante pour la 
transcription est la méthylation des histones. En effet, la méthylation des lysines K4, K36 et 
K79 de l’histone H3 corrèle avec une activation de la transcription, alors que la méthylation 
des résidus K9 et K27 de H3 ainsi que celle de K20 de H4 corrèle avec la répression 
transcriptionelle (Greer et Shi, 2012). D ’ailleurs, chez S.cerevisiae, les histones 
méthyltransférases Setl et Dotl méthylent l’histone H3 aux lysines K4 et K79 et ces 
marques sont importantes pour prévenir la formation d ’hétérochromatine (van Leeuwen et 
al., 2002; Ng et al., 2002; Santos-Rosa et al., 2004; Krogan et al., 2002). En fait, les 
niveaux de H3K4 et H2K79 méthylées sont très bas dans l’hétérochromatine et il a été 
montré que les protéines Sir s’associent principalement aux nucléosomes hypométhylés à la 
lysine H3K79 (Ng et al., 2003).
Ensuite, il existe aussi des facteurs de remodelage de la chromatine dépendant de l’ATP. 
Ceux-ci sont de larges facteurs multi-protéiques qui vont utiliser l’énergie de l’ATP pour 
changer la structure de la chromatine en déplaçant, en enlevant ou en restructurant les 
nucléosomes (Clapier et Caims, 2009). Les résultats de ce remodelage peuvent être variés, 
par exemple les facteurs de remodelage sont importants pour l’assemblage de la chromatine 
et la compaction à la suite de la réplication de l’ADN (Corona et al. 2007; Vincent et al., 
2008). D’un autre côté, le déplacement des nucléosomes peut exposer ou cacher certains 
sites dans l’ADN, ce qui va résulter en l’activation ou répression de la transcription.
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Finalement, les membres de la famille SWI/SNF de remodelleurs de la chromatine sont 
ceux qui ont le plus de capacité de remodelage (notamment la capacité de désassembler des 
nucléosomes) et sont normalement associés à une activation de la transcription (Dechassa et 
a l,  2010).
Pour conclure, il est important de noter qu’il y a interaction entre les modifications post- 
traductionnelles et les facteurs de remodelage de la chromatine. En effet, certaines 
modifications des histones vont promouvoir le recrutement des facteurs de remodelage de 
la chromatine. Par exemple, l’acétylation des histones facilite le recrutement des facteurs de 
remodelage de la chromatine SWI/SNF, ce qui augmente l’efficacité du remodelage. 
(Hassan et a l,  2001).
1.2.2 Chromatine et dommages induits par les UV
La formation des dommages à l ’ADN par les rayons UV va être modulée par la chromatine. 
Par exemple, les 6-4PPs vont se former préférentiellement dans l’ADN de liaison et leur 
formation est inhibée dans le nucléosomes. Par contre la formation des CPDs est aléatoire 
entre l’ADN de liaison et les nucléosomes (Mitchell et al., 1990; Suquet et al., 1995; Niggli 
et Cerutti, 1982). Cependant, comme discuté plus tôt, il y a une périodicité de 10,3 pb de 
formation de CPD dans les nucléosomes, mais ceci n ’est pas dû à la présence du 
nucléosome en tant que tel, mais à la courbure qui est induite à l ’ADN lorsque celui-ci 
s’enroule autour de l’octamère d ’histone (Pehrson et Cohen, 1992).
1.2.3 NER dans la chromatine
La NER tout comme la transcription et la réplication va être influencé par la chromatine 
(Smerdon et Conconi, 1999). En effet, les études initiales in-vitro ont montré que la 
présence de nucléosome inhibait la réparation des dommages UV par des extraits cellulaires 
ou des facteurs purifiés de la NER comparativement à F ADN nu (Wang et a l,  1991; Araki 
et al., 2000; Sugasawa et a i,  1993; Kosmoski et al., 2001; Liu et Smerdon, 2000) Ces 
résultats ont par la suite été confirmés in-vivo, notamment chez Saccharomyces cerevisiae, 
où il a été montré que la présence d ’un nucléosome complet ralentissait la réparation des 
CPDs (Wellinger et Thoma, 1997). De plus, alors que la réparation du brin transcrit d ’un 
gène est rapide et uniforme, la réparation du brin non-transcrit est lente et modulée par le
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positionnement des nucléosomes. (Ferreiro et al., 2004; Teng et al., 2005; Tijsterman et al., 
1999).
Ces évidences, vont en faveur d’un modèle dans lequel les nucléosomes doivent être 
déplacés afin de permettre la réparation des dommages. Notamment, un modèle « Accéder, 
Réparer, Rétablir » (ARR) a été développé pour la NER dans la chromatine (Gong et al., 
2005; Green et Almouzni, 2002). Ce modèle suggère que les premières étapes de la NER 
inclus le remodelage de la chromatine ou des changements intrinsèques de la chromatine, 
ce qui permet ensuite l’accès aux dommages aux complexe de la NER et qu’à la suite de la 
réparation, il y a rétablissement de l’organisation nucléosomale dans l’ADN. Les 
réarrangements de la chromatine pourraient être réalisés de différentes manières, soit par la 
modification post-traductionnelle des histones, par le remodelage de la chromatine 
dépendant de l’ATP ou encore par des changements intrinsèques dynamiques dans les 
nucléosomes comme le glissement d’histone ou le dévoilement transitif d’ADN. Parmi les 
modifications post-traductionnelles des histones, l’acétylation des histones a notamment été 
associée dans la réparation par un certain nombre d’évidences, comme le fait que PCNA, 
qui a un rôle dans la synthèse d’ADN après l’excision du dommage, était recruté par p300, 
une HAT, ou qu’un complexe HAT : STAGA, liait l’ADN endommagé aux UV in-vitro. 
(Martinez et al., 2001; Hasan et al., 2001) De plus, les dommages UV entraine une 
hyperacétylation « genome-wide » des histones H3 et H4 chez la levure. Cette acétylation 
de l’histone H3 serait dépendante de Radlôp, impliquant ce facteur de la NER dans le 
remodelage de la chromatine. Néanmoins, cette acétylation ne serait pas NER dépendante 
puisque cette modification a tout de même lieu dans des souches ayant les gènes RAD4 et 
RAD14 deletés. À l’inverse, la méthylation n’est pas induite après irradiation (Huyen et al., 
2004). Cependant, la méthylation des histones jouerait un rôle dans les points de contrôle à 
la suite des dommages à l ’ADN et interagirait avec les protéines des points de contrôle 
(Vidanes et al., 2005). De plus des mutants ayant une délétion du gène DOT1 (souche 
do tlA) ainsi que des mutants ayant une mutation ponctuelle de la lysine H3K79 sont plus 
sensibles à l’irradiation aux UV (Chaudhuri et al., 2009; Bostelman et al., 2007). Par 
ailleurs, la méthylation de H3K79 est requise pour une réparation efficace du locus sexuel 
silencieux chez la levure (Chaudhuri et al., 2009). De plus, dans le brin non-transcrit du
21
gène RPB2, aucune réparation n’est observée dans une souche dotlA  contrairement au type 
sauvage (WT), suggérant que Dotl et la méthylation de H3K79 sont requis pour la GG- 
NER (Tatum et al., 2011a; Tatum et al., 2011b). Cependant, les mécanismes expliquant 
comment la méthylation de H3K79 peut influencer la réparation des dommages ne sont pas 
encore élucidés. Il a été proposé que cette méthylation servirait de point d ’ancrage pour la 
machinerie de la GG-NER, cependant une interaction directe ente la machinerie de la GG- 
NER et H3K79 reste encore à prouver.
D’un autre côté, les facteurs de remodelage de la chromatine dépendants de l’ATP pourrait 
aussi faciliter la réparation en glissant les nucléosomes, en transférant l ’octamère d’histones 
ou encore en faisant la translocation directionnelle de l’ADN afin d ’exposer le site de 
dommage (Osley et al., 2007; Flaus et Owen-Hughes, 2004). Un exemple démontrant cet 
apport des facteurs de remodelage de la chromatine vient du fait que, in vitro, un facteur de 
remodelage de la chromatine ATP-dépendant recombinant facilite la réparation de (6-4)PPs 
situés dans l’ADN de liaison d ’un dimère de nucléosomes (Ura et al., 2001). De plus, il a 
été montré que des sous-unités du complexe SWI/SNF s’associe avec l’hétérodimère 
Rad4/Rad23 et que cette association est stimulée par une irradiation aux UV (Gong et al., 
2006). Par ailleurs, certains facteurs comme CAF-1, qui est nécessaire pour le réassemblage 
de la chromatine post-réplication, sont aussi nécessaire pour repositionner les nucléosomes 
après la réparation des dommages (Gaillard et al., 1996; Gaillard et al., 1997; Mello et al., 
2002).
Ainsi, la relation entre la NER avec la chromatine est importante, puisque celle-ci influence 
l’accès aux dommages. Cependant, plusieurs points reste à définir sur l ’interaction entre la 
réparation de l’ADN, les modifications post-traductionnelles des histones et les facteurs de 
remodelage de la chromatine.
1.3 ADN ribosomal
La biogénèse des ribosomes, complexe ribonucléoprotéique responsable de la traduction 
des ARNm en protéine, se fait dans le nucléole dans lequel l’ARN ribosomal est synthétisé, 
maturé et modifié. Cette biogénèse est l’activité énergétique la plus coûteuse de la cellule et
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est ainsi étroitement liée à la croissance et la prolifération cellulaire. Notamment, 60% de la 
transcription cellulaire est réalisé par la pARN-I afin de produire les ARN 
ribosomaux(ARNr) (Warner, 1999). De plus des évidences récentes suggèrent que la 
dérégulation de la synthèse des ARNr, autant qualitative que quantitative, est une des 
caractéristiques les plus importantes des cellules cancéreuses (Williamson et al., 2006). Par 
ailleurs, plusieurs agents chimiothérapeutiques qui sont utilisés ou en développement vont 
cibler la transcription de l’ADN ribosomal (ADNr) afin de traiter le cancer (Drygin et al., 
2010; Drygin et al., 2011).
1.3.1 Locus de l ’ADN ribosomal
Chez Saccharomyces cerevisiae les gènes des ARN ribosomaux sont situés sur le bras doit 
du chromosome XII et sont compris entre 150 à 200 copies dans la cellule. (Petes, 1979; 
Petes et Botstein, 1977; Philippsen et al., 1978). Ces copies sont répétées en tandem et 
chacune d’elle possède une longueur de 9,1 kb. La région transcrite par la pARN-I mesure 
6,7 kb et va donner un ARN précurseur 35S. Ce précurseur va pouvoir par la suite être 
maturé en trois ARNr : 18S, 5.8S et 25S qui sont les constituants des ribosomes. Ainsi la 
séquence codante du gène de l’ARN 35S peut être divisée en différentes régions ETS-1 (« 
Extemal transcribed spacer »), 18S, ITS-1 (« Internai transcribed spacer »), 5.8S, ITS-2, 
25S et ETS-2. Un gène de l’ARNr 5S va aussi être situé dans l’espace intergénique entre 2 
gènes de l’ARNr 35s et va être transcrit par la pARN-III. La région entre LETS2 et le 5S 
est dénommé IGS1( «Intergenic spacer 1») et celle entre le 5S et l’ETSl est nommé IGS2 
(«Intergenic spacer 2»). L’IGSl contient la région terminatrice de la transcription, qui a été 
originalement décrite comme une région «enhancer» de la transcription. Elle contient aussi 
une barrière de la fourche de réplication (RFB) qui empêche que la réplication se fasse dans 
le sens contraire de la transcription, ce qui évite la collision entre les deux machineries 
(Brewer et al., 1998; Kobayashi et al., 1992). D’ailleurs une protéine, Foblp est recrutée à 
la RFB afin de bloquer la fourche de réplication (Kobayashi et Horiuchi, 1996). Celle-ci 
aurait aussi un rôle dans la terminaison de la transcription (El Hage et al., 2008). 
Finalement dans l’IGSl, il y a aussi un promoteur bi-directionnel de la pARN-II qui 
contrôle la transcription d’ARN non-codants qui participent à la régulation du nombre de 
copie de l’ADNr (Kobayashi, 2005). Dans FIGS2, on retrouve une origine de 
réplication(ARS) ainsi que la région promotrice de la transcription. La région promotrice
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contient des séquences d’ADN : Y«upstream element» (UE) et le «core promoter» (CP), 
qui sont nécessaires au recrutement de facteurs impliqués dans l’initiation de la 
transcription par la pARN-I (Fig.5).
A D N r VDNr \1 > \ [ v D N r A D N r A DN r  A D N r
F.TS1
ARN 35s
ITSl ETS2
Figure 5. Structure du locus de l’ADN ribosomal. (A) Les gènes ribosomaux sont présent sur le 
chromosome XII en une série répétée en téndem l’un à la suite de l’autre. (B) Une répétition de 9,1 kb 
possède un ARNr précurseur 35S permettant la formation des ARNr 18S, 5,8S et 25S. Dans l’IG S l, se 
retrouve la région terminatrice où sont présents les sites de terminaison T1 et T2 ainsi que la barrière de la 
fourche de réplication (RFB). Dans l’IGS2, on retrouve une origine de réplication (ARS) et une région 
promotrice importante pour l’initiation de la transcription par la polymérase à ARN I.
1.3.2 Chromatine des gènes de l ’ARNr
Tous les gènes de l’ARNr ne sont pas transcrits. En effet, même lors de la phase 
exponentielle de croissance cellulaire, seulement 40% des gènes sont transcrits (Sogo et 
Thoma, 2003). Ceci implique deux structures de chromatines différentes pour les gènes 
activement transcrits et les gènes inactifs (Dammann et al., 1993; Conconi et al., 1989). 
Les gènes inactifs ou «fermés» ne sont pas transcrits par la pARN-I et sont recouvert de 
nucléosomes. Alors que les gènes actifs ou «ouverts» sont densément peuplés en pARN-I, 
dans l’ordre d’une polymérase à chaque 100 pb, et sont dénués de nucléosomes canoniques 
(French et al., 2003, Miller et Beatty, 1969; Sogo et al., 1984). Cependant, jusqu’à tout 
récemment, ces données n’excluaient pas la possible présence d’histones sur les gènes 
actifs (Jones et al., 2007). Toutefois, l’absence d ’histone sur les gènes actifs fut clairement
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démontrée par le groupe du Dr. Griesenbeck ainsi que la présence d ’une protéine, Hmolp, 
qui recouvre le brin d’ADNr ouvert (Merz et al., 2008).
1.3.3 Silencing de VADNr
Dû à sa nature répétitive, l’ADNr est très vulnérable à la perte de copies à la suite 
d’événements de recombinaison. Par exemple, lorsqu’il y a formation de dommages 
soutenue sur une copie de l’ADNr ceux-ci peuvent être réparés par recombinaison 
homologue à l ’aide d’une autre copie, mais ceci résultera en la perte d’un certain nombre de 
copies entre la copie endommagée et celle utilisée comme matrice (Fig.6).
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Figure 6. La recombinaison mène à la perte de copies d’ADNr. La réparation d ’une copie d ’ADNr par 
recombinaison mène à la perte de copies entre la copie endommagée et celle servant de matrice. Les copies 
perdues forment un cercle ribosomal extra-chromosomique (ERC). Image adaptée de (Kobayashi, 2011).
Le principal mécanisme pour compenser la perte de ces copies est l’amplification de gènes. 
En effet, lors de la phase S du cycle cellulaire, lorsque la réplication est inhibée à la RFB 
par Foblp, cela créé un « hotspot » de recombinaison. L’amplification subséquente du 
nombre de copie va être régulée par le promoteur E-pro. En effet lorsque E-pro est actif, 
les transcrits de la pARN-II vont interférer avec la fonction de la cohésine. Ce qui va 
promouvoir la recombinaison inégale des chromatides sœurs et l’amplification du nombre 
de copies. Cependant lorsque le promoteur est inactif, il y aura recombinaison égal des
Réparation
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chromatides sœurs et donc pas d’amplification de gènes (Fig.7).
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Figure 7. Amplification du nombre de gène de l’ADNr par recombinaison. Lors de la phase S du cycle 
cellulaire, un « hotspot » de recombinaison est créé par le blocage de la réplication à la RFB. Lorsque le 
nombre de copies est normal, Sir2p inhibe la transcription de la pARN-II dépendante du prom oteur E-pro et il 
y a recombinaison égale de chromatides. Il n ’y a donc pas d ’augmentation du nombre de copies de l’ADNr. 
Lorsque le nombre de copie de l’ADNr est réduit, la transcription de la pARN-II dépendant du prom oteur E- 
pro est activée, ce qui va entrainer la recombinaison inégale des chromatides sœur et l ’augmentation du 
nombre de copies d ’ADNr. Figure adaptée de : (Kobayashi, 2011).
Lorsque le nombre de copies est normal, l ’ADNr est relativement stable parce que la 
recombinaison homologue et la transcription dépendante de la pARN-II est inhibée par le 
complexe RENT « Regulator o f Nucleolar silencing and Telophase exit ». Ce complexe 
compte les protéines Sir2p, Cdcl4p et N etlp (Huang et Moazed, 2003; Straight et al., 
1999). Au niveau de l’IGSl, Sir2p sera recruté à l’aide de l’interaction de Foblp et N etlp
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et va inhiber la transcription par la pARN-II dans la région E-pro. De plus, le complexe 
RENT interagit avec Uaf30p au niveau de la région promotrice afin d’inhiber la 
transcription d’un site cryptique pour la pARN-II.
Il est aussi important de noter que quoique Sir2p soit recrutée spécifiquement à ces deux 
sites pour inhiber la transcription par la pARN-II, elle est aussi présente sur d ’autres parties 
de l’ADNr. Conséquemment, plusieurs travaux ont montré que Sir2p est présent sur la 
totalité du locus de l’ADNr (Ha et Huh, 2011; Huang et Moazed, 2003). De plus, chez une 
souche sir2A, il y a hyperacétylation des histones H3 et H4, avec des niveaux d’acétylation 
d’environ 3 à 5 fois plus élevés par rapport au type sauvage (Huang et Moazed, 2003). De 
surcroit, une surexpression de Sir2p provoque une hypoacétylation des histones H3 dans la 
totalité du locus de l’ADNr (Ha et Huh, 2011).
1.3.4 La transcription du gène de l ’A R N  35S
1.3.4.1 Sous-unités de la pARN-I
La transcription du gène de l’ARN 35s est assurée par la pARN-I, qui est une enzyme 
contenant 14 sous-unités. Celle-ci va partager plusieurs de ces sous-unités avec les autres 
polymérases à ARN. Cependant les sous-unités catalytiques, en l’occurrence Rpal90 et 
Rpal35 pour la pARN-I, sont uniques pour chacune des polymérases (Mémet et al., 1988; 
Kuhn et al., 2007). De plus, la pARN-I contient des sous-unités dites accessoires : RPA12, 
RPA14, RPA34 et RPA49. En l’absence de ces sous-unités, la transcription de l’ADNr est 
toujours possible et les cellules sont viables. Cependant, la délétion de plusieurs de ces 
gènes peut-être létale pour la cellule puisque la transcription est fortement affectée (Gadal 
et al., 1997). Ainsi, le dimère formé des sous-unités Rpa49p et Rpa34p est impliqué dans 
l’élongation et le recrutement de la machinerie de maturation de l’ARNr 35S (Kuhn et al., 
2007; Albert et al., 2011; Beckouet et al., 2008). Alors que le complexe Rpal4p-RPA43p 
est impliqué dans le recrutement de la pARN-I au promoteur (Peyroche et al., 2002). 
Rpal2p est quant à elle impliquée dans la terminaison de la transcription (Prescott et al., 
2004). De plus, Rpal2p va promouvoir le clivage du transcrit d’ARN lorsque le complexe 
de transcription est arrêté (Kunh et al., 2007). La liste des sous-unités de la polymérase 
ainsi que les homologues dans les polymérases à ARN II et III sont montrées dans le 
tableau 2.
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Tableau 2: Sous-unités des polymérases à ARN chez Saccharomyces cerevisiœ.
A190 186,4 RPA190 RPB1 RPC160
A 135 135,7 RPA135 RPB2 RPC128
A43 36,2 RPA43 RPB7 RPC25
A14 14,6 RPA14 RPB4 RPC17
A12 13,7 RPA12 RPB9 RPC11
AC40 37,7 RPC40 RPB3 RPC40
AC19 16,1 RPC19 RPB11 RPC19
A49 46,6 RPA49 RPC34
A34.5 26,9 RPA34 RPC31
RPC37
RPC53
RPC82
Les sous-unités communes sont en fond gris pâle ou gris foncé (adapté de Schneider DA. 2012).
1.3.4.2 Régulation de la transcription
Étant donné la quantité importante d ’énergie que dépense la cellule pour former les 
ribosomes, la transcription de l’ADNr doit être régulée de façon très efficace (Warner, 
1999). Cette régulation pourrait être présente à trois niveaux : au niveau de l’initiation de la 
transcription, au niveau de l’élongation ou encore par le nombre de copies d’ADNr 
ouvertes.
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Compte tenu de la présence combinée de gènes ouverts et fermés dans le locus de l’ADN 
ribosomal, la quantité d’ARNr transcrit pourrait être régulée en variant le nombre de copies 
d’ADNr ouvertes. Cependant, nombres d’études n’ont pas observé de corrélation entre 
l ’augmentation de synthèse d’ARNr et le nombre de copie ouvertes (Wiesendanger et al., 
1994; Conconi et al., 1989). De surcroît, même en phase stationnaire, où on observe chez la 
levure une baisse de 90% de la transcription de l’ADNr, le ratio entre l’ADNr ouvert et 
fermé ne varie que d’environ 10% (Fahy et al., 2005). En réalité, le rôle d’un plus grand 
nombre de copie que nécessaire pour la transcription, serait plutôt dans la stabilité du 
génome (Ide et al., 2010).
L’initiation de la transcription des gènes ribosomaux chez la levure dépend de quatre 
facteurs essentiels : Rrn3, « TATA-binding protein » (TBP), le « core factor » (CF) et Y«
upstream activating factor » (UAF). Rrn3p fonctionne comme un monomère et son 
association avec la sous-unité RPA43p de la pARN-I est nécessaire à l ’initiation de la 
transcription (Peyroche et al., 2000). Cette association serait régulée afin de contrôler la 
synthèse de ribosomes. Cette régulation se ferait par des modifications covalentes de Rrn3p 
ou Rpa43p, mais les sites de modifications ou les kinases impliquées ne sont pas encore 
identifiées (Milkereit et Tschoner, 1998; Fath et al., 2001; Claypool et al., 2004; Gerber et 
al., 2008). Rrn3p est très conservé de la levure à l’humain, car l’homologue humain est 
capable de compenser la délétion de RRN3 chez Saccharomyces cerevisiae (Moorefield et 
al., 2000). Le CF est un complexe de trois sous-unités qui est essentiel pour les niveaux 
basaux de transcription de l’ADNr (Lalo et al., 1996; Keener et al., 1997). Celui-ci 
promouvoit la liaison de la polymérase au promoteur et positionne le site du début de la 
transcription. D’un autre côté, la protéine TBP va pouvoir lier la sous-unité Rrnôp du CF et 
stimuler la liaison de la polymérase au promoteur (Steffan et al., 1996). Cependant, TBP ne 
peut pas activer la transcription par la pARN-I sans le CF (Aprikian et al., 2000). 
L’homologue du CF chez l’humain est SL1 qui consiste en 4 sous-unités, dont TBP. SL1 
peut être modifié pour contrôler la synthèse d ’ARNr, cependant ce mécanisme de 
régulation n’est pas connu chez la levure (Zhai et Cornai., 2000; Zhang et al., 2005). Le 
dernier facteur nécessaire à la transcription par la pARN-I est le complexe UAF, qui est 
notamment composer des histones H3 et H4, qui donne au complexe de l’affinité pour 
l’ADN, et d’Uaf30p qui donne la spécificité pour la séquence de l’« upstream element ». La
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sous-unité Rm9 de UAF va interagir avec TBP et permettre ainsi le recrutement du CF 
(Steffan et al., 1996). Contrairement au CF, qui lie majoritairement le promoteur de gènes 
actifs, UAF lie aussi bien le promoteur de gènes actifs qu’inactifs (Keys et al., 1994; Meier 
et Thoma, 2005). D n ’y a pas d’analogue d ’UAF chez l’humain, cependant un facteur 
nommé « upstream binding factor » (UBF) est critique pour la transcription de l’ADNr, 
notamment en jouant un rôle dans le recrutement de la pARN-I au promoteur et 
l’élongation de la transcription (Jantzen et al., 1990; Panov et al., 2006; Stefanovsky et al., 
2006). L’homologue d’UBF chez la levure serait plutôt Flmolp, qui tout comme UBF est 
une protéine à boite HMG « High mobility group ». Hm olp lie l ’entièreté du gène de 
FARN35 et aiderait à la transcription par pARN-I, cependant les mécanismes moléculaires 
ne sont pas bien connus (Kasahara et al, 2007; Hall et al, 2006; Gadal et al., 2002). De 
plus, Hmolp aurait un rôle pour maintenir la conformation ouverte des gènes ribosomaux 
même en absence de transcription (Wittner et al., 2011). Conséquemment, même si les 
cellules peuvent survivre en absence de Hmolp, leur croissance est fortement affectée 
(Gadal et al., 2002). Une représentation des facteurs impliqués dans l’initiation de la 
transcription par la pARN-I est montrée en figure 8.
UAF
Core promoterUpstream element
Figure 8. Facteurs d’initiation de la transcription de la pARN-I. L ’initiation de la transcription chez 
Saccharomyces Cerevisiae dépend de quatre facteurs essentiels : Rrn3, « TATA-binding protein » (TBP), le
« core factor » (CF) et IV upstream activating factor » (UAF). Adapté de : (Schneider, 2012).
Finalement, la synthèse d’ADNr va aussi déprendre de la vitesse d’élongation de la 
pARN-I. Comme mentionner plus-tôt, certaines sous-unités de la pARN-I vont influencer 
l’élongation comme le complexe Rpa49p-Rpa34p. De plus, des facteurs agissant en trans 
tel que l’hétérodimère Spt4p-Spt5p, vont influencer F élongation de la transcription par la
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pARN-I (Schneider et al., 2006). Plus spécifiquement, ce complexe va être un régulateur 
négatif de l’élongation et des modifications post-transcriptionnelles de ce complexe Spt4- 
Spt5p, vont pourvoir réguler négativement ou positivement la vitesse d’élongation 
(Anderson et al., 2011; Leporé et Lafontaine, 2011). Par ailleurs, un autre complexe: 
PaflC « polymerase associated factor 1 » va quant à lui pouvoir activer l’élongation de la 
transcription de la pARN-I (Zhang et al., 2009 et 2010).
1.3.5 Terminaison de la transcription
Comparativement à l’initiation de la transcription, peu de choses sont connues par rapport 
aux mécanismes de terminaison de la transcription. Cette terminaison requiert des 
caractéristiques similaires pour les différentes polymérases à ARN. En effet, dans tous les 
cas, la fin de la région à transcrire doit être reconnue et le complexe ternaire, composé de 
l’ARN, la polymérase et l’ADN, doit être déstabilisé afin de relâcher aussi bien la 
polymérase que les transcrits associés (Peters et al., 2011).
Dans la bactérie, 2 mécanismes de terminaison existent. Le premier est la formation d ’une 
tige-boucle dans le transcrit d’ARN qui mène à l’arrêt de la polymérase et la déstabilisation 
du complexe (Larson et al., 2008). Dans ce mécanisme, seul l’interaction ADN, ARN et p- 
ARN sont nécessaires à la terminaison. L’autre mécanisme nécessite la liaison d ’une 
protéine hexamèrique, RHO, à l’ARN qui va provoquer la dissociation du complexe de 
manière ATP-dépendante (Richardson, 2003).
La terminaison chez la plupart des pARN-II chez les eucaryotes va inclure l ’arrêt de 
l’enzyme et la maturation/clivage du transcrit d’ARN (Richard et Manley, 2009). De plus, 
la polyadénylation joue un rôle dans la terminaison, notamment dans les gènes codant pour 
des protéines (Whitelaw et Proudfoot, 1986; Logan et al., 1987; Connelly et Manley, 
1988). En effet, le signal poly-A induirait des changements structuraux du complexe 
d ’élongation menant à la relâche de celui-ci (Orozco et al., 2002; Park et al., 2004; Nag et 
al., 2006). L’implication d’autres facteurs de terminaison n’est pas exclue, notamment un 
modèle de terminaison par collision a été développé. Dans celui-ci, il y aurait d’abord un 
clivage endoribonucléolytique et la dégradation subséquente du transcrit par une 
exonucléase mènerait à la collision de celle-ci avec la pARN-II, relâchant la polymérase de
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la matrice d’ADN (Tollervey, 2004; Kuehner et al., 2011). D’autre part, la terminaison 
pour les transcrits sans queue poly-A dépendrait de facteurs ayant une activité hélicase 
ARN-ADN afin de déstabiliser le complexe ternaire, d ’une manière similaire à la 
terminaison Rho-dépendante chez les procaryotes (Richard et Manley, 2009).
D ’un autre côté, la terminaison pour la pARN-1 va aussi être accompagnée de la 
maturation/clivage de l’ARN en 3’ (Kempers Veenstra et al., 1986; Kuhn et Grummt, 
1989; van der Sande et al., 1989). Cependant, comparativement à d ’autres systèmes de 
transcription, la terminaison pour la pARN-I va dépendre de séquences spécifiques de 
l’ADN sur lesquelles vont être recrutés des facteurs protéiques. In-vitro, la boîte « Sal » 
chez les mammifères et une région de 61 pb contenant un site de liaison pour la protéine 
Rebl chez S.cerevisiae, sont suffisant pour la terminaison de la transcription lorsqu’ils sont 
liés par TTF-1 (mammifères) ou Rebip (S. Cerevisiae) (Grummt et al., 1986; Bartsch et al., 
1988; Kuhn et al., 1988 et 1990; Ju et al., 1990; Lang et Reeder, 1993; Lang et al., 1994). 
La terminaison se produit à 13 et 16 nucléotides en amont des sites de liaison de TTF-1 et 
Rebl respectivement. De plus, ces séquences doivent être correctement orientées afin de 
promouvoir la terminaison (Grummt et al., 1985; Lang and Reeder, 1993). Ainsi chez la 
levure, le support minimal pour terminer la transcription in-vitro, va contenir, le site de 
liaison de Rebl et une région T-riche de 10-15 pb située 12 à 20 pb en amont du site de 
liaison de Rebl (Lang et al., 1994; Lang et Reeder, 1995).
In-vivo, ce site de terminaison principal T1 va arrêter 90% des transcrits et est situé 93 
nucléotides en aval de la fin de la séquence de l’ARNr 25S (Lang and Reeder, 1993; 
Reeder and Lang, 1994 et 1997; Prescott et al., 2004). Approximativement 10% des pARN- 
I vont traverser le site T1 et vont s ’arrêter à un terminateur dit « sans échec » T2. Le 
terminateur T2 est situé à environ 250pb après le 25S et dépendrait aussi d’une séquence T- 
riche, cependant aucune protéine spécifique se liant à ce niveau n’a été identifiée (Reeder et 
al., 1999). La RFB, qui s’étend de 282 à 418 pb après le 25S, peut aussi servir de 
terminateur puisque la délétion de FOB1 augmente le nombre polymérases qui transcrivent 
plus loin que la RFB (Fig.9) (El Hage et al., 2008).
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Cependant, malgré les évidences in-vitro de la fonction de Rebip dans la terminaison, in- 
vivo son rôle est beaucoup moins clair notamment à cause du fait que Rebip est une 
protéine essentielle qui se lie à des éléments régulateurs dans les promoteurs de la pARN- 
II, ce qui rend son étude au niveau de la terminaison plus difficile. D’ailleurs, Rebip a deux 
sites de liaison au niveau de l’ADNr, le premier est situé en amont du promoteur du gène 
de l’ARN 35S et le deuxième dans la région terminatrice de la transcription. Cependant, 
même si Rebl lie bien le site à proximité du promoteur, on ne détecte que des niveaux 
basaux de Rebl à son site de liaison dans la région terminatrice in-vivo (Kawauchi et al., 
2008). En outre, même une réduction de quatre fois des niveaux de Rebl n’augmente pas 
le passage de la polymérase après le site T1 (Kawauchi et al., 2008). Il est aussi important 
de noter que la séquence de deux sites de liaison de Rebl est légèrement différente : 
CCGGGTAAAAA pour le terminateur et CCGGGTAACCC pour le promoteur. De 
manière intéressante, lorsqu’on change la séquence du site Rebl du site de terminaison par 
celle du site de liaison de Rebl à proximité du promoteur, cela augmente la formation d’un 
complexe avec Rebl et l’efficacité de la terminaison in-vitro et in-vivo (Lang et al., 1994; 
Reeder et al., 1999). Ce n’est que récemment qu’une protéine homologue à Rebip, N silp 
« NTS1 silencing protein 1 », a été identifiée comme celle qui se lie au site Rebl de la 
région terminatrice et comme étant nécessaire à la terminaison (Reiter et al., 2012). Cette 
protéine, tout comme Rebl, contient une région homologue à l’oncogène Myb, et a d’abord 
été identifié pour son rôle de « silencing » au niveau du locus de l’ADN ribosomal (Ha et 
al., 2012). En effet, la délétion de NSI1 diminuait le recrutement de Sir2p au niveau de 
l’IGSl et causait une hyperacétylation des histones spécifiquement dans cette région. Pour 
ce qui est de la terminaison de la transcription, le groupe de Tschochner, a montré que la 
terminaison de la transcription était altérée dans une souche nsilA , en utilisant un système 
dans lequel la région terminatrice de la transcription était insérée dans l’ITSl de l’ADN 
ribosomal. Ainsi lorsque la terminaison était efficace, la souche présentait un défaut de 
croissance dû au fait que la transcription de l’ADN ribosomal était terminée avant la 
complétion de l’ARN 35S. Et lorsque la terminaison n’était pas efficace, on retrouvait une 
croissance normale des cellules. D ’ailleurs c’est ce qui a été observé dans une souche 
nsilA. De plus, dans cette même souche, le nombre de pARN-I après le site de terminaison 
était augmenté. Par ailleurs, N silp, contrairement à Rebip, va lier le site Rebl dans la
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région terminatrice, mais pas celui à proximité du promoteur. Par contre lorsque la 
séquence du site de liaison de Rebl au site de terminaison est remplacée par celle du site 
Rebl à proximité du promoteur, N silp  va tout de même être recruté dans la région 
terminatrice (Reiter et al., 2012). Ceci suggère que d ’autres éléments sont nécessaires pour 
recruter Nsilp au site de terminaison. Foblp pourrait être impliqué dans le recrutement de 
Nsilp puisque celle-ci interagit avec N silp  et dans une souche foblÊs, l’association de 
N silp au site de terminaison est diminuée de façon significative (Ha et al., 2012; Reiter et 
al., 2012). Pour conclure sur N silp, il est important de mentionner que les rôles de Nsil 
dans la terminaison de la transcription et le « silencing » de l ’ADNr ne sont pas 
nécessairement mutuellement exclusifs. Par exemple, la transcription augmentée de la 
pARN-I au niveau de l’IGSl lorsque NSIJ est deleté pourrait diminuer la liaison de Sir2p 
dans cette région et/ou pourrait aussi se traduire en une augmentation de collision avec 
Foblp, ce qui augmenterait la recombinaison dans l’ADNr.
Les facteurs impliqués dans la maturation de l’ARN ribosomal auraient aussi un rôle 
important dans la terminaison. En effet la perte de l’endonucléases Rntlp, l’exonucléase 
Ratlp, l’hélicase Senlp ou la polynucléotide kinase Grcn3p résultent en une accumulation 
d’ARNs contenant la séquence de l’IGSl. De plus, une occupation plus grande par la 
pARN-I au niveau de l’IGS est observée chez des mutants Asenl et Aratl (Prescott et al., 
2004; El Hage et al., 2008; Braglia et al., 2010; Braglia et al., 2011). Ainsi, un modèle 
« torpille » similaire à celui de la pARN-II a été développé. Dans ce modèle, Rntlp 
reconnait et clive co-transcriptionnellement une structure tige-boucle, ceci permet à Ratlp 
d’être recrutée à l’extrémité 5’ du transcrit et de dégrader l ’ARN à l’aide de l’hélicase 
Senlp. Quand Ratlp rejoint la pARN-I comme une « torpille », le complexe de 
transcription est déstabilisé et la pARN-I est relâchée de la matrice d ’ADN. Dans un tel 
scénario, la protéine liée au site Rebl ralentirait l’élongation aidant ainsi la terminaison en 
mode « torpille ». Si le site pour le clivage pour Rnt 1 est manquant, un site « failsafe » de 
clivage a été postulé dans la région T-riche en amont du site de liaison de Rebl afin de 
permettre l’entrée de Ratl (Braglia et al., 2011). Cependant puisque la pARN-I couvre 
toujours un espace de 25 nucléotides et serait arrêtée au site de liaison de R ebl, il est peu 
probable qu’un facteur ait accès à la région T-riche située 12 à 20 nt en amont. 
Alternativement une sous-unité de la polymérase pourrait avoir une activité catalytique et
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cliver le transcrit pour permettre l’entrée de Ratl. Une sous-unité possible est Rpal2p qui a 
une activité de clivage de l’ARN et a aussi été impliquée dans la terminaison de la 
transcription de la pARN-I (Kuhn et al., 2007; Prescott et al., 2004). En effet, il a été 
montré par des technique de « transcription run-on » et de microscopie électronique que la 
terminaison de la transcription nécessite la sous-unité Rpal2. Notamment, en délétant le 
gène RPA12, on retrouve de la transcription jusqu’au promoteur de l’ADNr 35S et il est 
possible d’observer, par microscopie électronique, des polymérases dans l’espace 
intergénique. Cependant, ces polymérases dans l’espace intergénique sont majoritairement 
dépourvues d’ARN naissant, suggérant que les ARN transcrits sont dégradés aussitôt qu’ils 
sont synthétisés. D’autre part, la délétion de RPA12 n’a aucun effet sur le clivage 
« failsafe » au T1 (Braglia et al., 2011). Par conséquent, le rôle exact de Rpal2p dans la 
terminaison reste encore nébuleux.
Rntl
T1 T2 RFB
Figure 9. Région terminatrice de la transcription du gène de l’ARN 35S. Après la séquence de l’ARN 
25S, il y a deux sites de clivage par Rntl qui vont permettre l’entrée de Ratl et la terminaison par mode 
torpille. Le site principal de terminaison T1 est situé à 93 nt après la séquence de l’ARN 25S et le site de 
terminaison T2 à 250 nt. La RFB est situé 282 à 418 nt après la séquence de l’ARN 25S.
Pour conclure, il est important de noter que la terminaison de la transcription dans l’ADNr 
serait importante pour d’autre processus nucléolaires tels que l ’initiation de la transcription. 
En l’occurrence la région terminatrice a d’abord été décrite comme une région « enhancer » 
de la transcription de l’ADNr. Notamment, en mutant les sites de liaison de Rebl dans la 
région terminatrice et à proximité du promoteur, on observait une diminution de la 
transcription dans des gènes rapporteurs de l’ADNr in-vivo (Johnson et Warner, 1989; 
Kulkens et al., 1992). Ceci a mené à l’idée que les 2 sites de liaison de Rebl pourraient 
former une boucle afin de faciliter le recyclage des pARN-I et la re-initiation de la
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transcription. Cependant, par la suite, en enlevant la région terminatrice entière à chacune 
des copies de l’ADNr, aucune diminution de la transcription par la pARN-I ou de retard de 
croissance n’a été observé (Wai et al., 2001). D’un autre côté, lorsqu’on délète NSI1, on 
observe une diminution du « silencing » de l’ADNr et une augmentation de la 
recombinaison de l’ADNr, suggérant qu’il y a peut-être un rôle de la terminaison à ce 
niveau. D ’ailleurs, il est intéressant qu’environ 10% des pARN-I peuvent transcrire plus 
loin que le site T l, dénotant peut-être un rôle de cette transcription dans la régulation de la 
recombinaison de l’ADNr.
1.3.6 NER dans l ’ADNr
La composition particulière dans l’ADNr permet l’étude simultanée de la réparation dans 
les gènes activement transcrits et dépourvus de nucléosomes et les gènes inactifs recouverts 
de nucléosomes. En effet, en utilisant le fait que les gènes inactifs sont dépourvus de 
nucléosomes et plus sensible à la digestion par des enzymes de restrictions que les gènes 
inactifs, il est possible de séparer les 2 populations de gènes ribosomaux et d’étudier la 
réparation de façon séparée. Notamment, cela a été utilisé pour montrer qu’il y a de la TC- 
NER dans le locus de l’ADN ribosomal chez S. Cerevisiae (Conconi et al., 2002). De plus, 
le BNT des gènes actifs était réparé un peu plus rapidement que le BNT des gènes inactifs, 
témoignant le fait que la réparation est inhibée par la présence de nucléosomes.
Par ailleurs, comme mentionné plus tôt, la NER de l ’ADNr présente certaines particularités 
au niveau des facteurs impliqués. En effet, alors que Rad4p est nécessaire pour la GG-NER 
et la TC-NER dans la plupart du génome, incluant le brin non-transcrit de l’ADNr, il y a 
encore réparation de 50% du brin transcrit de l’ADNr lorsque RAD4 est deleté (Verhage et 
al., 1996). De plus, une autre protéine de la famille XPC, Rad34p, est impliquée dans la 
réparation au niveau de l’ADNr. Celle-ci partage des séquences homologues avec Rad4p et 
tout comme Rad4p, elle interagit avec Rad23p (Gavin et al., 2002). Cependant, 
contrairement à Rad4p, Rad34p agit exclusivement dans l’ADNr et ne participe pas dans la 
réparation dans le reste du génome (den Dulk et al., 2005). Les études du groupe de 
Brouwer avaient aussi montré, en utilisant la souche radlôA comme « background », que 
Rad34p était nécessaire à la réparation du brin transcrit dans l’ADNr, suggérant que celle-ci 
était impliquée dans la TC-NER. Cependant, puisque les deux populations d’ADNr n’avait
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pas été séparés, ils n’avaient pas pu exclure que l’effet observé était indépendant de la 
transcription. Ce n’est qu’ensuite que le groupe du Dr. Conconi montra clairement que 
Rad34p était impliqué dans la TC-NER dans l’ADN ribosomal (Tremblay et al., 2008). 
Notamment, ils ont montré que dans une source rad4A, il y a réparation dans le BT des 
gènes actifs, mais pas dans les gènes inactifs. De manière intéressante, la réparation du BT 
était augmentée dans les gènes actifs par rapport au type sauvage. Ceci peut s’expliquer par 
une plus grande disponibilité des facteurs de la NER pour faire la TC-NER étant donné que 
la NER est inopérante dans une grande partie du génome dans la souche rad4A. Dans la 
souche rad34A, les 2 brins sont réparés lentement et de la même manière, indiquant qu’il 
n’y as pas de TC-NER et que seul la GG-NER répare les 2 brins. De plus, cette même étude 
a montré que la TC-NER ne commence que 40 pb après le début de la transcription. Ceci 
pourrait s’expliquer de diffèrent manière. Tout d ’abord la polymérase pourrait être pausée 
et commencerait à élonguer à environ 40 pb, ceci impliquerait que l’élongation de la 
polymérase est essentielle à la TC-NER. La TC-NER pourrait aussi devoir nécessiter la 
relâche de facteurs d’initiation comme par exemple Rrn3p ou l’ajout de facteurs qui 
influence l’élongation tels que le complexe Spt4-Spt5p.
Par ailleurs, la TC-NER dans l’ADNr est indépendante de Rad26p (Tremblay et al., 2008). 
De plus, le rôle spécifique de Rad34p reste encore à déterminer, il est possible qu’il fasse 
un rôle similaire à ce qui a été proposé pour CSB et son homologue Rad26p, c ’est-à-dire 
reconnaitre les polymérases au dommage, mais au lieu de reconnaître la pARN-II, Rad34p 
reconnaîtrait la p-ARNI. Finalement, il est aussi important de noter que quoique le rôle de 
Rad34p semble être important pour la TC-NER, il semble tout de même y avoir quelques 
fonctions qui sont partagées avec Rad4p. En effet, dans une souche rad4A, il subsiste de la 
réparation au niveau du BNT du gène actif, indiquant qu’il y aurait peut-être un rôle de 
Rad34p à ce niveau. D’un autre côté, la protéine Radlôp est nécessaire exclusivement pour 
la GG-NER (Verhage et al., 1996a). Cependant, dans l’ADNr, la réparation du BNT est 
diminuée comparativement au WT, mais pas complètement abolie (Verhage et al., 1996b). 
De ce fait, il a été supposé, que le BNT non-nucléosomal des gènes ouverts pouvait être 
réparé sans l’apport du complexe Rad7/16p. Le BT quant à lui semblait pouvoir être réparé 
de manière assez similaire au WT.
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D’autre part, après irradiation aux UV de levures, la transcription des ADNr arrête et de la 
chromatine inactive se forme là où était les gènes actifs. À la suite de la réparation, la 
transcription reprend et il y a retour d’une chromatine active. D’ailleurs, dans des mutants 
déficients dans la NER (radl4A  et radlA) il n’y a pas de reprise de la transcription, ni de 
retour de la chromatine active. Il a été supposé que la formation de chromatine inactive au 
niveau de l’ADNr actif était due au déplacement de la polymérase du BT et la déposition 
de nucléosomes (Conconi et al., 2005). Dans une étude récente de notre laboratoire, la 
question de ce qui arrive la pARN-I au dommage lors de la NER a été adressée (Tremblay 
et al., 2013). Cette étude a montré qu’après la « position probable du premier CPD » dans 
le BT, qui est située à environ 3 kb après le site de début de la transcription, l’occupation de 
la pARN-I sur l’ADNr diminuait à environ 20%, 30 minutes après l’irradiation. Ceci se 
faisait de façon simultanée à l’inactivation des gènes de l’ADNr et la déposition de 
nucléosomes. Après 4 heures de réparation, il y avait retour complet des niveaux de 
polymérase sur l’ADNr, ce qui corrèle avec le fait que l’ADNr après 4 heures est presque 
complètement réparé (Conconi et al., 2005). D’un autre côté, avant le premier CPD, il n’y 
avait pas de diminution des niveaux de polymérase associé à l ’ADNr, même qu’il y avait 
une augmentation du nombre de polymérase d’environ 1,5 à 2 fois. Par la suite, des 
expériences subséquentes utilisant la microscopie électronique, le « run-on » 
transcriptionnel, le photo-pontage au psoralène et le clivage endogène de la chromatine 
(ChEC) ont permis d’affiner un modèle dans lequel la pARN-I va se dissocier de l’ADNr à 
l’encontre d’un CPD, ce qui permet la déposition de nucléosomes et l’inactivation des 
gènes de l’ADNr. Cependant, au début du gène de l’ARN 35S il va toujours y avoir 
tentative de transcription par les pARN-I, ce qui va empêcher la déposition de 
nucléosomes. Entre 2 CPDs, les polymérases vont se dissocier du gène et il n’y aura pas de 
polymérase qui va retourner dans cette région puisqu’elles sont bloquées par le premier 
CPD, permettant par conséquent la déposition de nucléosomes. Après la réparation des 
dommages, le retour à une structure non-nucléosomale va se faire grâce au passage de 
pARN-I en élongation qui vont déplacer les nucléosomes, en partant de l’extrémité 5’ des 
gènes jusqu’à l’extrémité 3’ de celui-ci. Le modèle est présenté dans la figure 10.
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Figure 10. Séquence d’événements dans l’ADNr après une irradiation aux UV. Les pARN-I se détachent 
de l ’ADNr à rencontre d ’un dommage ce qui permet la déposition de nucléosomes. Au début du gène, il y a 
toujours tentative de transcription. Après réparation des dommages, la transcription par la pARN-I permet le 
déplacement des nucléosomes et le retour d ’une chromatine ouverte. Tiré de : (Tremblay et al., 2013. )
1.4 Hypothèses et problématiques
1.4.1 Gradient de TC-NER dans l ’ADNr
La dissociation de la pARN-I de l’ADNr à rencontre d’un dommage, la déposition de 
nucléosomes sur l’ADNr ouvert au-delà du premier CPD, et la tentative constante de 
transcription au début du gène laisse supposer qu’il y a un gradient de TC-NER dans 
l’ADNr. En effet, au début du gène puisque les polymérases entreraient souvent en contact 
du premier dommage à leur encontre du à la tentative constante de transcription, celui-ci 
pourrait être réparé plus rapidement qu’après le premier CPD, où les pARN-I se dissocient
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de l’ADNr. La réparation après le premier CPD serait prise en charge par la GG-NER 
jusqu’au retour des pARN-I après que le premier CPD ait été réparé. Le retour des 
polymérases permettrait la réparation par TC-NER. Ainsi, au début du gène, la 
réparation des dimères de pyrimidines se ferait par TC-NER, alors qu’après le 
premier CPD la réparation serait prise en charge par un mélange de GG-NER et de 
TC-NER.
Pour vérifier cette hypothèse, il a été décidé d’utiliser l’extension d’amorce afin d’analyser 
la réparation au nucléotide près des dommages dus aux ultraviolets le long de l’ADN 
ribosomal. Tout d’abord dans le BT, dans lequel on devrait observer une différence dans la 
cinétique de réparation, due à la TC-NER, au début du gène comparativement à certaines 
régions plus éloignées dans le gène. Par la suite, dans le BNT dans lequel, la réparation 
devrait être similaire tout le long du gène de l’ADNr puisqu’il n y as pas de TC-NER. 
Finalement, la réparation sera aussi analysée dans une souche rad34A dans laquelle il n’y a 
pas de TC-NER au niveau de l’ADNr.
1.4.2 TC-NER dans la région terminatrice de la transcription
D’autre part, il est aussi intéressant d’utiliser l ’extension d’amorce afin d’étudier la TC- 
NER dans la région terminatrice de la transcription. Notamment quelques questions se 
posent : dans une souche WT, dans laquelle 10% des pARN-I peuvent transcrire plus loin 
que le site T l, est-ce qu’on observe toujours dans la TC-NER après celui-ci et où 
s’arrêterais cette TC-NER? Dans une souche rpaJ2A, dans laquelle plus de polymérases 
passe à travers le site de terminaison, mais sans produire d’ARN, est qu’on observe une 
TC-NER accrue? L’ARN est-il nécessaire à la TC-NER? Des questions similaires peuvent 
aussi se poser dans une souche nsilA .
Pour tâcher de répondre à ces questions, la réparation va être analysée dans la région 
terminatrice sur les BT et BNT des souches WT, rpa!2A et nsilA.
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MATÉRIEL ET MÉTHODES
2.1 Souches de levure
Les souches de levure utilisées proviennent d’une librairie de délétion (Winzeler et al., 
1999). Dans ces souches le gène d’intérêt a été remplacé par le gène KanMX et celles-ci 
sont décrites dans le tableau 3.
Les souches contenant KanMX furent premièrement sélectionnées sur milieu sélectif, YeP 
[1% Bacto-Yeast extract, 2% Bacto-peptone et 0,01% adénine] + 2% dextrose (YEPD), 
supplémenté de 200 pg/ml G-418 et par la suite, tout comme lé type sauvage, en tout 
temps cultivées dans un milieu riche YEPD liquide ou solide, à 30°C.
Tableau 3: Description des souches de levure utilisées au cours de l’étude.
BY4741
(WT)
MATa, his3Al, leu2A0, met!5A0, ura3A0 Winzeler et al., 1999
BY-rad34A MATa, his3Al, 
rad34A : : KanMX
leu2A0, metl5A0, ura3A0, Winzeler et al., 1999
BY-m il A MATa, his3Al, 
nsilA:: KanMX
leu2A0, metlSAO, ura3A0, Winzeler et al., 1999
BY-rpal2A MATa, his3Al, 
rpa!2A:: KanMX
leu2A0, metl5A0, ura3A0, Winzeler et al., 1999
2.2 Irradiation aux UV
Premièrement, les levures sont inoculées dans 1 L de milieu YEPD et incubée à 30°C 
durant la nuit. Le lendemain, lorsque la concentration de levure du milieu est à 1,2 x 107 
cellules/ml, les levures sont récupérées par centrifugation à 4000 rpm dans une 
centrifugeuse (Centra CL3 équipée d’un rotor #243. Thermo Fisher Scientific. Waltham, 
MA. Etats-Unis) et resuspendues dans un volume final de 300 ml de PBS (Phosphate 
Buffered Saline -  125 mM NaCl, 3 mM KC1, 10 mM Na2HPO4-7H20, pH 7,0) et gardées 
sur glace. Un aliquot de 45 ml (1,6 x 109 cellules/ml), considéré comme l’échantillon sans
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irradiation (-UV) est transféré dans un tube conique de 50 ml et gardé sur glace. Par la 
suite, le 250 ml restant est irradié avec une dose de 180 J/m2 de rayons UVC (254 nm), 
calculée à l’aide un détecteur à UVC (UVX-25- Ultra-Violet Products, Upland, Californie). 
À cette dose, environ 1 CPD par Kb d’ADN est formé (Tremblay et al. 2013). Notez bien 
que l’épaisseur maximale de la suspension de levure pour l’irradiation est de 2 mm afin 
d’éviter l’absorption d’UVC par le PBS. Après irradiation, les manipulations doivent être 
absolument réalisées à la lumière jaune afin d ’éviter d’activer la photolyase. De ces levures 
irradiées, 45 ml sont prélevés correspondant au temps zéro de réparation (+UV) et gardé sur 
glace. Par la suite, le volume restant d’environ 200 ml est centrifugé à 4000 rpm et les 
cellules sont resuspendues dans 250 ml de YEPD préchauffé à 30°C. Les levures sont mises 
à incuber à 30 °C pour 4 heures afin de les laisser réparer les dommages et des aliquots de 
50 ml sont prises à des temps de 30', 1 h, 2 h, et 4 h. Pendant le première demi-heure de la 
cinétique de réparation, les échantillons « -UV » et « +UV » sont centrifugés et les 2 culots 
de cellules sont resuspendues dans 1,5 ml de NIB froid (Nuclei Isolation Buffer -  50 mM 
d ’acide m orpholinepropanesulfonique [MOPS], pH 8,0, 150 mM acétate de potassium, 2 
mM MgCl2, 17% glycérol, 0,5 mM spermine et 0,15 mM spermidine), et transférées dans 
une tube de polypropylène de 14 ml à fond arrondi contenant 1,5 ml de billes de verre (425- 
600 pm. Sigma. St-Louis, MO. États-Unis) préalablement rincées avec 1.5 ml de NIB. Les 
tubes sont congelés à -80 °C à l ’abri de la lumière. Lorsque les aliquots sont pris au temps 
de 30’, 1 h, 2 h, et 4 h, les levures sont centrifugées une fois à 4000 rpm pendant 1,5 min et 
resuspendues dans du PBS froid afin de pouvoir bien enlever toute trace de YEPD lors 
d’une deuxième centrifugation. Après centrifugation, le PBS est enlevé et les cellules sont 
resuspendues dans du NEB tout comme les échantillons -UV et +UV. Au final, 6 
échantillons ont été collectés : -UV, +UV, 30', 1 h, 2 h, et 4h et seront utilisés pour évaluer 
la réparation de l’ADN dans le temps dans les expériences subséquentes.
2.3 Isolation de l’ADN
La première étape dans l’isolation d’ADN pour étudier la réparation est d’isoler les noyaux 
cellulaires. Pour ce faire deux des tubes gardés à -80 °C sont décongelés sur glace dans une 
salle avec de la lumière jaune afin de ne pas activer la photolyase. Notez bien qu’on ne peut 
faire que deux tubes à la fois, pour éviter que les échantillons restent trop de temps 
décongelés et la reprise de certains événements du métabolisme cellulaire tels que la
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réparation de l’ADN ou la transcription. Une fois dégelés, les échantillons sont vortexés à 
16 reprises à vitesse maximale pendant 30 secondes en alternant avec 30 secondes de repos 
sur glace. Le lysat est transféré dans un nouveau tube de 14 ml conservé sur glace et les 
billes de verre sont rincées 2 fois avec 1 ml de NEB qui est transféré dans le tube de 14 ml 
pour un total de 4 ml pour chaque échantillon. Les échantillons sont centrifugés 2 min 30 à 
3500rpm afin de précipiter les débris cellulaires et le surnageant, contenant les noyaux, est 
transféré dans deux microtubes de 2 ml. Ceux-ci sont centrifugés à 13000 rpm pour 5 
minutes dans une microcentrifugeuse à angle fixe (Microspin 24S Sorvall. Wilmington, 
DE. États-Unis). Le surnageant est enlevé et le culot, contenant les noyaux, est resuspendu 
dans 500 pl TE (Tris-EDTA -  10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5). Par la suite, 225 pl 
d ’acétate de sodium 3 M (3 M NaOAc -  pH 5,2) et 35 pl de 10% Sodium Dodecyl Sulfate 
(SDS) sont ajoutés en brassant à chaque ajout. Ensuite un volume de 770 pl de 
phenol:chloroforme:alcool isoamylique (25:24:1) équilibré à un pH de 9,4 (à l’aide de 1 M 
Tris-HCl, pH 9,4) est ajouté à chacun des échantillons. Ceux-ci sont inversés 
vigoureusement et centrifugés à 13000 rpm pour 5 minutes. Après la centrifugation, la 
phase aqueuse qui contient l’ADN est récoltée à l’aide d ’une pipette en faisant bien 
attention à ne rien prendre de l’interphase ou de la phase organique. L’extraction à l’aide du 
phenol:chloroforme:alcool isoamylique est répétée une deuxième fois. Par la suite, 770 pl 
de chloroforme est ajouté à la phase aqueuse récoltée et l’échantillon est brassé et 
centrifugé à 13000 rpm pour 2 minutes. Après centrifugation, la phase aqueuse qui 
contient l’ADN génomique des cellules est récoltée. À partir de ce point, il est possible de 
travailler à la lumière du jour. L’ADN est ensuite précipité en ajoutant 1 volume 
d’isopropanol (770 pl) à la phase aqueuse et en l’incubant au moins 1 heure à -20 °C. Les 
échantillons sont ensuite centrifugés à 14000 rpm pendant 20 minutes dans une 
microcentrifugeuse réfrigérée (4°C) (Microfuge 22R, Beckman Coulter Canada, 
Mississauga, Ontario, Canada). Après la centrifugation, le surnageant est retiré par 
inversion et le culot est resuspendu dans 200 pl TE. 10 pl de RNase A (10 mg/ml) sont 
rajoutés et les échantillons sont incubés à 37°C pendant 45min. Après la dégradation de 
TARN, il y une autre extraction au phenol:chloroforme:alcool isoamylique et une 
extraction au chloroforme. Par la suite, l’ADN est précipité en ajoutant 1/10 volume de 3 M 
NaOAc (20 pl) et 2,5 volumes d’éthanol (550 pl). L’échantillon est incubé au moins 1
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heure à -20 °C et par la suite centrifugé à 14000 rpm pendant 20 minutes dans la 
microcentrifugeuse réfrigérée (4°C). Le surnageant est enlevé par inversion et le culot est 
nettoyé des sels en ajoutant 1 ml d ’éthanol 70% et en centrifugeant à 13000 rpm 5 minutes 
dans une centrifugeuse à angle fixe à température pièce (Heraeus biofuge pico, Kendro 
Laboratory Products, Newton, Connecticut, USA). Le surnageant est enlevé par inversion 
et le culot d’ADN est séché dans une cuve à vide pendant 30 minutes. Le culot est par la 
suite resuspendu dans 200 pl TE. L’ADN est visualisé dans un gel 0,8% d ’agarose afin de 
vérifier la qualité de celui-ci. La quantité d’ADN obtenu peut être déterminée, au besoin, à 
l ’aide d’un fluorimètre (GE Healthcare, Baie d ’Urfé, Québec, Canada).
2.4 Digestion de l’ADN
L’ADN doit être digéré avec des enzymes de restrictions afin d’obtenir les fragments sur 
lesquels va être analysé la réparation. Les enzymes de restriction proviennent de la 
compagnie NEB (New England Biolabs, Pickering, Ontario, Canada) et l’enzyme utilisée 
va varier selon le fragment à analyser (Tableau 1 et 2). Ainsi, habituellement, 50 pl d’ADN 
sont digérés en ajoutant 10 pl du tampon de réaction 10X (NEB buffer 2 ou NEB buffer 4), 
39 pl d’eau, 1 pl d’enzyme de restriction et, si nécessaire, 1 ul d ’albumine de sérum de 
bovin (BSA; 10 mg/ml) et en incubant 2 heures à 37 °C. Pour déterminer si la digestion est 
complète, l’ADN est visualisé sur un gel d’agarose 0,8%. Par la suite, une extraction 
phénol:chloroforme:alcool isoamyl suivi d’une extraction au chloroforme sont réalisées 
afin d’enlever les protéines (enzyme de restriction et BSA) et l ’ADN est par la suite 
précipité à l’éthanol. L ’ADN est centrifugé, lavé et séché comme décrit plus tôt et 
resuspendu dans 45 pl d ’eau nanopure stérile. La quantité d ’ADN est par la suite quantifiée 
à l’aide d’un fluorimètre (GE Healthcare, Baie d’Urfé, Québec, Canada).
2.5 Extension d’amorce
Pour déterminer la réparation des dommages induits par les UV, une technique nommée 
l’extension d’amorce a été utilisée. Cette technique permettant de déterminer les dommages 
au nucléotide près a tout d ’abord été décrite en 1996 (Wellinger et Thoma, 1996). Le 
principe étant qu’en faisant l’extension, à l’aide d’une polymérase, d ’une amorce 
radiomarquée spécifique d’un fragment d ’ADN sur lequel il y a dimère de pyrimidine, la 
polymérase va être bloquée au dommage et il sera ainsi possible de visualiser la position du
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dommage sur le fragment. De plus, il sera possible de quantifier la diminution de l’intensité 
de la bande du à l’arrêt de la polymérase dans les différents temps de réparation et ainsi 
déterminer le temps pour réparer 50% de chacun des dommages dans l’ADN. La 
polymérase utilisée est la Taq polymérase. Une représentation de la technique est montrée 
dans la figure 11.
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Figure 11. Analyse de la réparation des PDs à l ’aide de l’extension d’amorce. L ’ADN est extrait de 
cellules non-irradiées ou irradiées et ayant réparé 0, V2, 1, 2 ou 4 heures. Avec F ADN non irradié, une 
extension complète d ’une amorce spécifique va être possible. Sur un gel de polyacrylamide dénaturant, cette 
extension va être visualisée comme une seule bande (piste -  UV). Lorsque l’extension d ’amorce est réalisée 
avec de l’ADN irradié, la Taq polymérase va s ’arrêter aux PDs. La position des arrêts de la polymérase aux 
dommages est visualisable sur le gel de polyacrylamide dénaturant. La réparation des dommages, va être 
visualisée comme la diminution de l’intensité des bandes au différents temps de réparation. La réparation va 
être déterminée en quantifiant l’intensité des bandes à chaque temps.
Les détails de la technique d’extension d’amorce utilisée pour l’étude de la réparation le 
long de l’ADN ribosomal sont présentés ci-dessous. Cependant, les étapes de mise au point 
ayant mené à l’élaboration du protocole sont montrées dans la section 2.6.
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Pour commencer, une amorce est radiomarquée à l’aide de la T4 polynucléotide kinase (T4 
PNK) (New England BioLabs, Pickering, Ontario). Pour ce faire, 2,5 (il de 
l’oligonucléotide (4 pmol/pl) sont mélangés avec 2 pl de tampon de la T4 PNK 10X, 1 pl 
de T4 PNK, 3 pl d’ y-ATP32et 11,5 pl d ’PhO, le tout est incubé pour 2 heures à 37°C puis 
la T4 PNK est inactivée par une incubation de 10min à 65°C et 30pl de TE1X est ajouté. 
L’oligonucléotide est par la suite purifié à l’aide d’une colonne G-25 selon les 
spécifications du fabricant (GE Healthcare, Baie d’Urfé, Québec, Canada). Pour la réaction 
d’extension d’amorce, 100 ng de l’ADN digéré est utilisé. Pour ce faire, l’ADN pour 
chacun des points de réparation va être dilué à 10 ng/pl et 10 pl vont être utilisés pour la 
réaction. Ainsi pour l’extension d’amorce, on va d ’abord combiner 10 pl d’ADN pour 
chacun des temps de réparation avec 4 pl de tampon 10X de la Taq (50 mM KCL, 100 
mM Tris-HCL et 15 mM MgC12), 1 pl de dNTPs (10 mM), en option 1 pl de diméthyle 
siilfoxide (DMSO) peut être ajoutée pour éviter les arrêts aux structures secondaires, 6 pl 
de l’oligonucléotide radiomarqué et de l’eau nano en quantité suffisante pour un total de 39 
pl. Les échantillons sont ensuite chauffés à 95 °C pour 10 minutes et refroidis sur glace 
pour 10 minutes. Par la suite, 1 pl de Taq diluée au 1/10 est ajoutée à chacun des 
échantillons et le tout est placé dans un thermocycleur (Mastercycler personal, Eppendorf, 
Mississauga, Ontario) pour plusieurs cycles de dénaturation-hybridation-extension. Le 
programme de thermocyclage utilisé pour l’extension d’amorce se déroule comme ceci : 
95°C pour 5 min; 30 cycles de dénaturation (95°C pour 45 sec), hybridation (55°C pour 5 
min) et extension (72°C pour 5 min); une extension finale (72°C pour 10 min). La 
température d’hybridation va varier selon la température de fusion (Tm) de l’amorce 
utilisée, habituellement l’hybridation sera réalisée à une température correspondant au Tm 
de l’amorce - 2°C. Notez bien que la Taq polymérase utilisée, ayant une activité de 5U/pl, 
est produite par Catherine Desrosiers du département de microbiologie et infectiologie. 
Pour mes expériences, la Taq est diluée au 1/10, donc à une activité de 0,5U/pl, dans du 
tampon de stockage de la Taq (20 mM HEPES pH 7.9, 100 mM KCL, 0,1 mM EDTA, 
ImM DTT, 0,5% PMSF, 50% glycérol).
Après les cycles d’extension, l’ADN est précipité en ajoutant 110 pl de TE, 1 pl d ’ADN de 
sperme de saumon (2mg/ml), 15 pl de 3M NaOAc et 415 pl d’éthanol et incubé à -20°C
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pour au moins 1 heure. L’ADN est par la suite, centrifugé, lavé et séché comme décrit 
précédemment. Le culot d’ADN est resuspendu dans 3 pl d’I-LO stérile + 2 pl de tampon de 
déposition (98% formamide, 10 mM EDTA pH8, 0.025% xylène cyanole , 0.025% bleu de 
bromophénol). Les échantillons sont dénaturés en chauffant à 95°C pour 5 minutes et sont 
déposés dans un gel de séquençage polyacrylamide 6%, urée 7M. Un séquençage de la 
région analysée sera aussi déposé afin de déterminer la position des dommages dans le 
gène. L’appareil de séquençage est un Owl S4S (Fischer Scientific, Ottawa, Ontario) et 
l’électrophorèse est réalisée à une puissance constante de 60 W, ce qui maintient le gel à 
une température d ’environ 50 °C, pendant 2 heures. Notez bien que le gel est préchauffé à 
50°C en faisant une pré-électrophorèse d ’environ une heure avant de déposer les 
échantillons. Après l’électrophorèse, le gel est retiré et séché pendant environ 1 heure dans 
un sécheur de gels (Modèle 583, Bio-Rad, Mississauga, Ontario, Canada). Le gel est 
ensuite exposé dans un casette de phosphore (GE Healthcare, Baie d ’Urfé, Québec, 
Canada) pendant 48 heures. Le résultat est par la suite lu à l’aide d ’un « phosphorimager » 
(Typhoon FLA 9000 ou Typhoon trio, GE Healthcare, Baie d’Urfé, Québec, Canada).
2.6 Mise au point de l’extension d’amorce
La technique d’extension d’amorce a d’abord dû être mise au point. J ’ai commencé avec un 
protocole utilisant 50 ng d’ADN (lOpl) avec 4 pl de tampon 10X de la Taq (50 mM KCL, 
100 mM Tris-HCL et 15 mM MgC12), 1 pl de dNTPs (10 mM), et 0,6 pmol (3 pl) de 
l ’oligonucléotide radiomarqué et le volume était complété à 39 pl avec de l’eau. Par la 
suite 1 pl de Taq polymérase était ajouté et l’extension d’amorce réalisée avec le 
thermocycleur avec le programme décrit ci-dessus. Les premier essais ne donnait par de 
belles bandes et les pistes -UV et +UV était très similaires (Fig.l2A). Différentes quantités 
d ’amorces et d’ADN ont été essayées sans réussir à avoir une meilleure qualité de la 
réaction, cependant il était possible de voir qu’on était capable d’augmenter le signal de 
cette manière (Fig.l2B). Éventuellement, la quantité de polymérase a été modifiée et on 
s’est rendu compte qu’en diminuant la quantité de polymérase, de meilleurs résultats étaient 
obtenus. En effet, en diluant la polymérase 1/10 ou 1/20 dans du « tampon de stockage » 
les bandes était plus intenses qu’en ne diluant pas la Taq. D ’autre part, les concentrations 
1/40 et 1/100 étaient trop diluées puisqu’avec la concentration 1/40, il y avait beaucoup 
d’arrêts non-spécifiques dans le -U V  et avec la concentration 1/100, il y avait peu ou pas
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d’extension (Figs.l3A et B). De plus, pour avoir des bandes plus franches, on a essayé de 
traiter l’ADN avec la T4 endonucléase V, qui clive spécifiquement aux CPDs et faire 
l’extension d’amorce par la suite. Cependant aucune différence significative n’a été notée 
(Fig.l3C). Finalement, il a été remarqué que l’ajout de TE avant de précipiter l’ADN après 
l’extension d’amorce donnait des bandes plus franches et que l’ajout de DMSO pouvait 
diminuer le « bruit de fond » et les arrêts non-spécifiques avec certaines amorces.
Figure 12. Mise au point : Extensions d’amorces réalisées avec différentes quantité d’ADN et 
d’amorce. (A) La piste -UV est l’extension d ’amorce réalisée sur de l’ADN extrait de cellules non-irradiées. 
Les pistes +UV(1, 2. 3) sont les extensions d ’amorces réalisées avec l’ADN extrait de cellules immédiatement 
après irradiation (180J/m2). Les pistes 1, 2 et 3 sont trois irradiations différentes. Les conditions utilisées pour 
toutes les extensions d ’amorces sont les suivantes : 50 ng d ’ADN (lOpl) avec 4 pl de tampon 10X de la Taq 
(50 mM KCL, lOOmM Tris-HCL et 15 mM MgC12), 1 pl de dNTPs (10 mM), 0,6 pmol (3 pl ) de 
l’oligonucléotide radiomarqué et 1 pl de Taq polymérase non diluée. (B) Les pistes G, A, T, C sont le 
séquençage de la région analysée. La piste -UV est l ’extension d ’amorce réalisée sur de l ’ADN extrait de 
cellules non-irradiées. Les pistes +UV (1, 2, 3) sont les extensions d ’amorces réalisées avec l ’ADN extrait de 
cellules immédiatement après irradiation (180J/m2). Les pistes 1, 2 et 3 ont été réalisées respectivem ent avec 
50, 100 et 25 ng d ’ADN. Le reste des conditions est identique à ce qui a été décrit en (A). (C) Les piste -U V  
(1, 2, 3) sont les extensions d ’amorces réalisées sur de l’ADN extrait de cellules non-irradiées. Les pistes 
+UV (4, 5, 6) sont les extensions d ’amorces réalisées avec l’ADN extrait de cellules immédiatement après 
irradiation (180J/m2). Les pistes 1, 2 et 3 ont été réalisées respectivement avec 0,6, 0,3 et 1,2 pmoles 
d ’amorce. Les pistes 4, 5 et 6 ont été réalisées respectivem ent avec 0,6, 0,3 et 1,2 pmoles d ’amorce. Le reste 
des conditions est identique à ce qui a été décrit en (A).
Figure 13. Mises au point : Extensions d’amorces réalisées avec différentes quantité de Taq polymérase 
et essai avec la T4 endonucléase V. (A) Les pistes -UV sont les extensions d ’am orce réalisée sur de l’ADN 
extrait de cellules non-irradiées et avec de de la Taq polymérase non-diluée et diluée 1/10. Les pistes +UV 
sont les extensions d ’amorces réalisées avec l ’ADN extrait de cellules immédiatement après irradiation 
(180J/m“) et avec de la Taq polymérase non-diluée, diluée 1/10 et diluée 1/100. Les conditions utilisées pour 
toutes les extension d ’amorces sont les suivantes : 50 ng d ’ADN (10 pl) avec 4 pl de tampon 10X de la Taq 
(50 mM KCL, 100 mM Tris-HCL et 15 mM MgC12), 1 pl de dNTPs (10 mM), et 0,6 pmol (3 pl )de 
l’oligonucléotide radiomarqué. (B) Les pistes -UV sont les extensions d 'am orce réalisées sur de l’ADN extrait 
de cellules non-irradiées et avec de de la Taq polymérase non-diluée. diluée 1/10, 1/20 et 1/40. Les pistes 
+UV sont les extensions d ’amorces réalisées avec l ’ADN extrait de cellules immédiatement après irradiation 
(180J/m2) et avec de la Taq polymérase non-diluée, diluée 1/10, 1/20 et 1/40. Le reste des conditions sont 
identiques à ce qui a été décrit en (A). (C) Les pistes -U V  sont les extensions d ’am orces réalisées sur de 
l’ADN extrait de cellules non-irradiées avec ou sans traitement avec la T4 endonucléase V. Les pistes +UV 
sont les extensions d ’amorces réalisées avec l’ADN extrait de cellules immédiatement après irradiation 
(180J/m") avec ou sans traitement avec la T4 endonucléase V. Le reste des conditions est identique à ce qui a 
été décrit en (A).
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2.7 Séquençage
Pour les diverses réactions de séquençage effectuées, le « Thermosequenase Sequencing 
Kit » de la compagnie Affymetrix (Santa Clara, Californie, USA) a été utilisé. Les 
séquençages pour les différentes régions de l’ADNr ont été réalisés sur des fragments de 
d ’ADN d’environ 800 à 1000 pb crées en utilisant les amorces utilisées pour l’extension 
d ’amorce et la technique d ’amplification en chaîne par polymérase (PCR). Ces fragments 
de PCR ont été purifiés sur gel en utilisant le « Purelink quick gel extraction kit » 
d’Invitrogen (Life Technologies Inc., Burlington, Ontario, Canada) afin d’enlever les 
nucléotides et les amorces en excès utilisées pour la PCR qui sinon inhiberait la réaction de 
séquençage. Le protocole consiste à mettre ensemble 100 ng du fragment de PCR, 2,5 pl de 
l ’oligonucléotide radiomarqué (le même qui est utilisé pour l’extension d ’amorce), 2 ul du 
tampon de réaction 10X, 2 pl de l’enzyme thermoséquenase et compléter à 17,5 pl avec de 
l’HiO. Parallèlement, 4 pL de solutions contenant les didéoxynucléotides ddATP, ddCTP, 
ddGTP, ddTTP sont mis dans 4 microtubes de 500 pl différents. Finalement 4 pl du 
mélange contenant l’ADN, l’amorce et l ’enzyme sont ajoutés dans les tubes contenant les 
didéoxynucléotides. Par la suite, la réaction de séquençage est faite dans un thermocycleur 
avec le programme qui suit : 20 cycles de dénaturation (95°C pour 45 sec), hybridation 
(55°C pour 1 min) et extension (72°C pour 1 min). La réaction est arrêtée en ajoutant 4 pl 
du tampon de déposition (98% formamide, lOmM EDTA pH8, 0.025% xylène cyanole, 
0.025% bleu de bromophénol). Les échantillons du séquençage sont par la suite dénaturés à 
95 °C pendant 3 minutes et déposés sur gel avec les échantillons de l’extension d’amorce.
2.8 Quantification de la réparation
La quantification a été effectuée avec l’aide du programme ImageQuant 5.0 (GE 
Healthcare, Baie d’Urfé, Québec, Canada). Tout d’abord, le signal de la piste « 0 » est 
considéré comme 100% de dommage. Le signal des bandes correspondant à des dommages 
est normalisé en divisant par le signal total de la piste afin de corrigé pour le fait que la 
quantité d ’ADN total mis dans chaque puits peut varier entre chaque échantillon. Après 
normalisation, le bruit de fond est soustrait en soustrayant le signal de ce qui correspondrait 
à une bande dans la piste « -UV » au signal des bandes des piste 0, V.2, 1, 2 et 4 heures de 
réparation. Le pourcentage de réparation pour chacun des temps est calculé en utilisant 
cette formule :
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Signal 0 h de répara t ion  — Signal  (-, 1,2 ou 4 h de répara t ion )
------------------------------------------------------------ !_______________________________x  io O
Signal 0 h de ré para t ion
Finalement, le temps pour réparer 50% des dommages est déterminé à partir d’un 
graphique de la réparation en fonction du temps pour chacun des dommages (Fig.14) et le 
temps pour réparer 50% des dommages est représenté selon la position du dommage dans 
le gène. Par ailleurs, la position de chacun des dommages dans le gène est déterminée à 
l’aide du séquençage.
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Figure 14. Graphique montrant la réparation des dommages en fonction du temps. La réparation des 
dommages est calculée pour chacun des temps (0,5, 1, 2 et 4 h) et un graphique de la réparation en fonction 
du temps est tracé. Le temps pour réparer 50% des dommages est déterminé à l’aide de la courbe.
2.9 Analyse statistique
La significativité statistique des différences observées a été calculé à l’aide d’un test de 
« Student ». Pour ce faire, le temps moyen pour réparer 50% des dommages dans 
différentes régions de l’ADNr ou dans différentes souches a été comparé. La différence 
était jugée statistiquement significative, par convention, lorsque p<0,05.
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2.10 Oligonucléotides utilisés pour l’extension d ’amorce
Le tableau 4 montre les oligonucléotides utilisés pour étudier la réparation le long du gène 
35S et le tableau 5 monte les oligonucléotides utilisés pour étudier la terminaison de la 
transcription. De plus, les enzymes de restriction ainsi que la portion de l’ADNr analysée 
pour chacune des amorces sont aussi montrées.
Tableau 4. Oligonucléotides et enzymes de restriction utilisés pour analyser la 
réparation dans le gène de l’ARN 35S.
ETSl-D F GTTTCCGT ATTTTC 
CGCTTCC
-265 à -245 Promoteur et TSS 
(BT) Hhal
18S-AF CCTGCCAGTAGTC 
AT ATGCTTGTCTC
712-737 Début du 18S 
(BT)
Nhel
18S-BF CCACCAGGAGTGG
AGCCTGC
1857-1876 Fin du 18S 
(BT)
Apal
EcoRI-BF CCGATAGCGAACA 
AGT ACAGTGATGG
3589-3614 Début du 25S 
(BT)
EcoRI
EcoRI-AF GGCCTCT AGTGCA 
GATCTTGGTGG
4671-4694 Milieu du 25S 
(BT)
EcoRI
25S-BF CCAAGCGCGGGT A 
AACGGC
5615-5633 Fin du 25S 
(BT)
Nhel
ETS1-DR ACTCCGTCACCAT
ACCATAGCA
477-498 Promoteur et TSS 
(BNT)
Hhal
BeforeApal-cpl GTTCAACTACGAG
CTTTTTAACTGC
1312-1336 Début du 18S 
(BNT)
EcoRI
18S-BR CCACCAACTAAGA 
ACGGCCATGCAC
1970-1994 Fin du 18S 
(BNT)
Hhal
25S-BR GCCAAGCCCGTTC
CCTTGG
5480-5498 Milieu du 25S 
(BNT)
PvuII
25S-AR CGACGCCACAAG
GACGCCTTATTCG
6431-6455 Fin du 25S 
(BNT)
Hhal
53
Tableau 5. Oligonucléotides et enzymes de restriction utilisés pour analyser la 
réparation dans la région terminatrice de la transcription du gène de l’ARN 35S.
ETS2 AF GCTCC AC AC A AT A 
TAGATGGATACG
6408-6432 Avant le site T1 
(BT)
PvuII
ETS2 BF CCTTGTTGTT ACG 
ATCTGCTGAGAT
6599-6623 Sites de terminaison 
T1 et T2 
(BT)
PvuII
ETS2 CF GGATGATAGTGTA 
AGAGTGTACCAT
6800-6824
RFB
(BT)
PvuII
ETS2 AR TCCCT AG AA ACTG 
CCATTTACTTA
7183-7207 Sites de terminaison 
T 1 ,T 2  et RFB 
(BNT)
Hhal
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RÉSULTATS
3.1 Analyse de la réparation dans le promoteur et le début de la transcription du gène 
de PARN 35S
Après que la technique d ’extension ait été mise au point, il a été décidé d’utiliser un 
oligonucléotide ayant servi à analyser la réparation au niveau du promoteur de l’ADN 
ribosomal et reproduire les résultats publiés dans l’étude de Tremblay en 2008. Notez bien 
que dans cette étude, les expériences au nucléotide près avaient été réalisées par le 
laboratoire de Raymond Waters, en utilisant une technique différente de celle que j ’utilise 
maintenant.
Ainsi, dans la région du promoteur (P l) on observe que la réparation est inhibée et se fait 
très lentement; i.e. plus de 6 heures pour réparer la moitié des dommages. Ceci est dû au 
fait que les protéines liées au promoteur (Fig.8) empêchent l’accès au dommage aux 
protéines de la NER. Après le début de la transcription, il y a une zone de transition (0 à 40 
pb) dans laquelle la réparation se fait en moyenne en 4,6 h ±1,25 h (P2). Après 40 pb, la 
réparation devient beaucoup plus rapide et se fait en moyenne en 0,46 h ±0,16 h jusqu’à 
200 pb après le début de la transcription (P3) (Fig. 15). Ces résultats sont similaires à ceux 
de l’étude de Tremblay en 2008.
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Figure 15. Réparation dans le promoteur du gène de l’ARN 35S. (A) Gel de séquençage dém ontrant la 
réparation des PDs dans le BT du promoteur du gène de l’ARN 35S et la région initiatrice de la transcription. 
La piste U est l ’extension d ’amorce réalisée sur de l ’ADN extrait de cellules non-irradiées. Les pistes 0, Vi, 1, 
2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec l ’ADN extrait de cellules immédiatement après irradiation 
(180 J/m2) ou après 0, 5, 1, 2 et 4 heures de réparation. À la gauche du gel, une représentation schématique de 
la position des divers éléments du promoteur et le site de début de la transcription est montrée. (B) Graphique 
montrant le temps pour réparer 50% des PDs dans le brin BT dans la région du promoteur (P l ) ou le début de 
la transcription (P2 et P3). (C) Temps en moyenne pour réparer 50% des PDs dans les régions P l ,  P2 et P3.
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3.2 Analyse de la réparation le long du gène de l’ARN 35S
3.2.1 Réparation du brin transcrit dans la souche WT
Par la suite, la réparation a été analysé plus loin dans le gène de l’ARN 35S au niveau du
BT. Au début du 18S, c ’est-à-dire 800 à 1400 pb après le début de la transcription (TSS), la
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réparation de 50% des dommages se fait en moyenne en 1,62 h ±0,55 h (Fig.16 A et C). 
Ceci est plus lent qu’au tout début de la transcription. De plus, lorsqu’on regarde la 
réparation au niveau du milieu du 25S (4700 à 5200 après le TSS), la réparation devient 
encore plus lente et se fait en moyenne en 2,62 h ±0,54 h (Fig.16 B et D). Il semble donc 
avoir un gradient de réparation dans le gène dans lequel la réparation devient plus lente 
lorsqu’on s’éloigne du TSS. D est à noter que les différences de réparation entre les 
différentes régions mentionnées sont statistiquement significatives. Par ailleurs, la 
réparation a aussi été analysée au début du 25S (3700-4100 pb après le TSS) (Fig.2, 
Annexes) et à la fin du 25S (5500-6000 pb après le TSS) (Fig.3 Annexes) et les temps 
moyen pour réparer 50% des dommages sont respectivement de 2,82 h ±0,61 h et 3,24 h 
±0,77 h dans ces deux régions. Les résultats mentionnés ci-dessus ont été réalisés en 
duplicata. La réparation a aussi été analysée à la fin du 18S (2000-2300 pb après le TSS), 
dans cette région on observe que la réparation est ralentie par rapport au début 18S et se fait 
en moyenne en 2,63 h ±0,43 h (Fig.l, Annexes). Cependant ce résultat découle d’une seule 
expérience. La réparation moyenne de 50% des dommages dans l’entièreté du gène au 
niveau du BT est représentée en bleu sur la figure 18C.
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Figure 16 Réparation du BT de l’ARN 35S dans une souche WT (A) Gel de séquençage dém ontrant la 
réparation des PDs du BT dans la région du 18S. La piste U est l ’extension d ’amorce réalisée sur de l’ADN 
extrait de cellules non-irradiées. Les pistes 0, V2 ,1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec l’ADN 
extrait de cellules immédiatement après irradiation (180J/m2) ou après 0,5, 1. 2 et 4 heures de réparation. Les 
pistes G, A, T, C sont le séquençage de la région analysée. La position de chacun des dom m ages est montrée 
à la droite du gel (B) Gel de séquençage démontrant la réparation des PDs du BT dans la région du 25S. (C) 
Graphique montrant le temps pour réparer 50% des PDs pour chaque position dans le brin BT dans la région 
du 18S. Chacun des points représente la réparation d ’un PD à une position exacte dans le gène. (D) 
Graphique montrant le temps pour réparer 50% des PDs pour chaque position dans le brin BT dans la région 
du 25
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3.2.2 Réparation du brin non-transcrit dans la souche WT
Par la suite en analysant le BNT du gène de TARN 35S, il est possible de confirmer que la 
réparation plus rapide observée au début du gène dans le BT est due à la TC-NER. Tout 
d’abord, au début du 18S, la moitié des dommages sont réparés en 3,55 h ±0,93 h, ce qui 
est de manière statistiquement significative environ 2 fois plus lent que dans le BT (Fig. 
17A et C et 15A). Dans le milieu 25S, la réparation se fait en environ 3,17 h ±0,71 h avec 
une vitesse similaire au BNT au début du 18S (Fig.l7B et D). De plus, cette réparation est 
un peu plus lente que dans le BT au 25S, cependant ce n’est pas statistiquement significatif 
(Fig.l8B). D’autre part, la réparation a aussi été analysée dans les régions du début de la 
transcription (0 à 300 pb après le TSS) (Fig.4, Annexe), milieu du 18S (1500 à 1900 pb 
après le TSS) (Fig.5, Annexe) et à la fin du 25S (6000 à 6400 pb après le TSS) (Fig.6, 
Annexe). Dans ces régions la réparation était respectivement de 4,93 h ±0,6 h, 3,83 h ±0,53 
h et 3,67 h ±1,14 h. Excepté la région au début de la transcription, la réparation est similaire 
partout dans le gène de l’ARN 35S au niveau du BNT et 50% des dommages sont réparés 
en environ 3,5 à 4 heures. La réparation moyenne de 50% des dommages dans l’entièreté 
du gène au niveau du BT est représentée en rouge sur la figure 17C.
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Figure 17. Réparation du BNT de l’ARN 35S dans une souche WT  (A) Gel de séquençage démontrant la 
réparation des PDs du BNT dans la région du 18S. La piste U est l ’extension d ’amorce réalisée sur de l’ADN 
extrait de cellules non-irradiées. Les pistes 0, V.2 ,1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec l ’ADN 
extrait de cellules immédiatement après irradiation (180J/m2) ou après 0,5, 1, 2 et 4 heures de réparation. Les 
pistes G,A,T,C sont le séquençage de la région analysée. La position de chacun des dommages est montrée à 
la droite du gel. (B) Gel de séquençage démontrant la réparation des PDs du BNT dans la région du 25S. (C) 
Graphique montrant le temps pour réparer 50% des PDs pour chaque position dans le BNT dans la région du 
18S. Chacun des points représente la réparation d ’un PD à une position exacte dans le gène. (D) Graphique 
montrant le temps pour réparer 50% des PDs pour chaque position dans le brin BNT dans la région du 25S
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Donc, dans le BT, on observe un gradient de réparation selon la position dans le gène de 
L’ARN 35S, alors que la réparation dans le BNT est assez uniforme dans l’ensemble du 
gène. De plus, la réparation au début du gène est plus rapide dans BT que dans le BNT et 
cette différence diminue quand la réparation est analysée plus loin dans le gène (Fig. 17).
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Figure 18. Comparaison entre la réparation des PDs dans les brins transcrits et non-transcrit du gène 
de l’ARN 35S dans une souche WT. (A) Graphique com parant le temps pour réparer 50% des PDs selon la 
position dans le gène dans le BT (en bleu) et le BNT (en rouge) dans la région du 18S. Chacun des points 
représente la réparation d ’un PD à une position exacte dans le gène. (B) Graphique com parant le temps pour 
réparer 50% des PDs selon la position dans le gène dans le BT (en bleu) et le BNT (en rouge) dans la région 
du 25S. (C) Représentation du temps moyen pour réparer 50% des PDs dans plusieurs régions de l ’ARN 35S 
dans le brin transcrit (en bleu) et non transcrit (en ro u g e ) .
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3.2.2 Réparation dans une souche rad34A
Pour confirmer, les résultats obtenus avec la souche WT, la réparation a aussi été analysée 
dans une souche ayant le gène RAD34 deleté. Dans cette souche, il ne devrait pas y avoir de 
TC-NER et la réparation devrait être uniforme le long du gène si l’effet observé 
précédemment est dû à la TC-NER. Tout d ’abord, la réparation de la moitié des dommages 
dans le BT du début du 18S se fait en 3.16 h ±1,22 h alors que dans le BNT elle se fait en 
3,32 h ± 1,00 h. (Fig. 19 A et C, Fig.20 A et C). Ainsi dans le 18S, les deux brins sont 
réparés à la même vitesse. Dans le 25S, au niveau du BT la réparation de 50% des 
dommages se fait en 3,43 h ±0,89 h (Fig. 19 B et D). La réparation dans le BN'I’ du 25S se 
fait quant à elle en 4,11 h ± 0,9 h, ceci semble un peu plus lent que dans le BT, mais tout de 
même assez similaire pour être dû à l’erreur expérimentale (Fig.20 B et D). L’ensemble de 
ces résultats montre qu’en délétant RAD34, la réparation préférentielle du BT par rapport au 
BNT est abolie (Fig.21). Les temps moyens pour réparer 50% des dommages dans chacune 
des régions pour les souches WT et rad34A sont montrés dans le tableau 6.
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Figure 19. Réparation du BT de l’ARN 35S dans une souche rad34A. (A) Gel de séquençage démontrant 
la réparation des PDs du BT dans la région du 18S. La piste U est l’extension d ’amorce réalisée sur de l ’ADN 
extrait de cellules non-irradiées. Les pistes 0, Vi ,1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec l ’ADN 
extrait de cellules immédiatement après irradiation (180J/m2) ou après 0,5, 1, 2 et 4 heures de réparation. Les 
pistes G,A,T,C sont le séquençage de la région analysée (B) Gel de séquençage démontrant la réparation des 
PDs du BT dans la région du 25S. (C) Graphique montrant le temps pour réparer 50% des PDs pour chaque 
position dans le BT dans la région du 18S Chacun des points représente la réparation d ’un PD à une position 
exacte dans le gène.(D) Graphique montrant le temps pour réparer 50% des PDs. pour chaque position dans le 
brin BT dans la région du 25S.
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Figure 20. Réparation du BNT de l’ARN 35S dans une souche rad34A. (A) Gel de séquençage démontrant 
la réparation des PDs du BNT dans la région du 18S. La piste U est l ’extension d ’amorce réalisée sur de 
l’ADN extrait de cellules non-irradiées. Les pistes 0, Vi ,1,2 et 4 sont les extensions d ’am orces réalisées avec 
l’ADN extrait de cellules immédiatement après irradiation ( 180J/m2) ou après 0,5, 1, 2 et 4 heures de 
réparation. Les pistes G,A,T,C sont le séquençage de la région analysée. (B) Gel de séquençage démontrant la 
réparation des PDs du BNT dans la région du 25S. (C ) Graphique montrant le temps pour réparer 50% des 
PDs pour chaque position dans le BNT dans la région du 18S. Chacun des points représente la réparation d ’un 
PD à une position exacte dans le gène. (D) Graphique montrant le temps pour réparer 50% des PDs pour 
chaque position dans le brin BNT dans la région du 25S. (E)
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Figure 21. Comparaison de la réparation des PDs dans les brins transcrit et non-transcrit du gène de 
l’ARN 35S dans les souches WT et rad34A. (A) Graphique comparant le temps pour réparer 50% des PDs 
selon la position dans le gène dans le BT (en bleu) et le BNT (en rouge) dans les régions du 18S 25S d ’une 
souche rad34A. Chacun des points représente la réparation d ’un PD à une position exacte dans le gène. (B) 
Comparaison du temps moyen pour réparer 50% des PDs dans les régions 18S et 25S de l ’ARN 35S chez le 
WT et la souche rad34A. Le temps moyen de réparation 50% dans le BT et le BNT est représenté 
respectivement en bleu et en rouge pour le WT et en bleu pâle et rose pour la souche rad34A.
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Tableau 6. Temps moyen pour réparer 50% des dommages dans différentes régions 
du gène de l’ARN 35S dans des souches WT et rad34A
Souche
Position Moyenne du temps 
de réparation 50%(h) 
± écart-type
Moyenne du temps de 
réparation 50%(h) ± 
écart-type
BT ETS1
(40 pb après le 
TSS)
0,45±0,16
Début18S 1,61±0,54 3.16±1,22
Fin 18S 2,63±0,43
Début 25S 2,82±0,61
Milieu 25S 2,62±0,53 3,43± 0,89
Fm 25S 3,24±0,77
BNT ETS1 4,93±0,61
Début18S 3,56±0,93 3,32± 1,00
Fin 18S 3,83±0,53
Milieu 25S 3,17±0,71 4,11 ±0,9
Fin 25S 3,67±1,14
3.3 Analyse de la réparation dans la région terminatrice de la transcription
3.3.1 Réparation dans la souche WT
Pour la région terminatrice, la réparation a tout d ’abord été évaluée dans une souche WT. 
Dans le BT, avant le site de terminaison T 1, la réparation se fait en 2,6 h ±1,57 h, ce qui est 
similaire au reste du gène de l’ARN 35S. Entre le site T1 et T2, la réparation de 50% des 
dommages se fait en 2,21 h ±1,01 h. Après le site T2, la réparation devient plus lente et la 
moitié des dommages sont réparés en 4,74 h ±0,41 h (Fig.22 A et C). De plus si on regarde 
la réparation exclusivement dans la RFB, la réparation se fait en 4,38 h ±1,03 h. La 
réparation reste similaire après la RFB, 3,97 h ±0,44 h (Fig.22 B et D). Dans le BNT, la 
réparation avant le T1 est relativement lente : 3,97 h ±0,06 h et devient plus rapide entre les 
sites T1 et T2 : 2,58 h ±1,44 h et redevient plus lente après le site T2 (4,06 h ±0,62 h). 
(Fig.23)
66
Sites de terminaison T1 et T2
Posit ion après le 2 5 s< p h i P o s i t i o n  a p r è s  le 2 * N  I p h j
Figure 22. Réparation du BT de la région terminatrice de la transcription du gène de l’ARN 35S dans 
une souche WT. (A) Gel de séquençage montrant la réparation des PDs du BT dans la région term inatrice de 
la transcription. La piste U est l ’extension d ’amorce réalisée sur de l’ADN extrait de cellules non-irradiées. 
Les pistes 0, Vi, 1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec l’ADN extrait de cellules immédiatement 
après irradiation (180J/m2) ou après 0,5, 1, 2 et 4 heures de réparation. Les pistes G, A, T, C sont le 
séquençage de la région analysée. (B) Gel de séquençage démontrant la réparation des PDs du BT dans la 
région de la RFB et après celle-ci. (C) Graphique montrant le temps pour réparer 50% des PDs pour chaque 
position dans le brin BT dans la région terminatrice de la transcription. Chacun des points représente la 
réparation d ’un PD à une position exacte de la région terminatrice. La position des sites de terminaison est 
représentée en dessous du graphique de réparation. (D) Graphique montrant le tem ps pour réparer 50%j des 
PDs pour chaque position dans le brin BT dans la région de la RFB et après celle-ci.
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Figure 23. Réparation du BNT de la région terminatrice de la transcription du gène de l’ARN 35S dans 
une souche WT. (A) Gel de séquençage montrant la réparation des PDs du BNT dans la région terminatrice 
de la transcription. La piste U est l ’extension d ’amorce réalisée sur de l’ADN extrait de cellules non-irradiées. 
Les pistes 0, Vi, 1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec F ADN extrait de cellules immédiatement 
après irradiation (180J/m2) ou après 0,5, 1, 2 et 4 heures de réparation. Les pistes G, A, T, C sont le 
séquençage de la région analysée. (B) Graphique montrant le temps pour réparer 50% des PDs pour chaque 
position dans le BNT dans la région terminatrice de la transcription. Chacun des points représente la 
réparation d ’un PD à une position exacte de la région terminatrice. La position des sites de terminaison est 
représentée en dessous du graphique de réparation
3.3.2 Réparation dans la souche rpa!2A
Pour le mutant rpa!2A, dans lequel la terminaison de la transcription est altérée, la 
réparation avant le site de terminaison T1 se fait en 2,33 h ±1,54 h. Entre le site T1 et T2, la 
réparation de 50% des dommages se fait en 2,52 h ±1,28 h. Après le site T2, la réparation 
devient légèrement plus lente et la moitié des dommages sont réparés en 3,09 h ±1,21 h 
(Fig.24 A et C), ce qui est plus rapide que dans le WT. De plus si on regarde la réparation 
exclusivement dans la RFB. la réparation se fait en 3,48 h ±1,21 h, ce qui est tout de même 
1 heure plus rapide que dans le WT. La réparation ralentie après la RFB à 3,72 h ±1,13 h, ce 
qui est très similaire aux résultats obtenus dans le WT (Fig.24 B et D). Dans le BNT, la
68
réparation avant le T1 se fait en 5,15 h ±0,65 h, ce qui est plus lent que dans le WT, se 
chiffre à 4,08 h ±0,35 h entre les sites T1 et T2 et se fait à la même vitesse après le site T2 
(4,06 h ±0,62 h) (Fig.25).
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Figure 23. Réparation du BT de la région terminatrice de la transcription du gène de l’ARN 35S dans 
une souche rpal2&. (A) Gel de séquençage montrant la réparation des PDs du BT dans la région terminatrice 
de la transcription. La piste U est l’extension d ’amorce réalisée sur de l ’ADN extrait de cellules non-irradiées. 
Les pistes 0, Vi ,1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec l ’ADN extrait de cellules immédiatement 
après irradiation (180J/m2) ou après 0,5, 1, 2 et 4 heures de réparation. Les pistes G, A, T, C sont le 
séquençage de la région analysée. (B) Gel de séquençage dém ontrant la réparation des PDs du BT dans la 
région de la RFB et après celle-ci. (C) Graphique montrant le temps pour réparer 50% des PDs pour chaque 
position dans le brin BT dans la région terminatrice de la transcription. Chacun des points représente la 
réparation d ’un PD à une position exacte de la région terminatrice. La position des sites de term inaison est 
représentée en dessous du graphique de réparation. (D) Graphique montrant le temps pour réparer 50% des 
PDs pour chaque position dans le brin BT dans la région de la RFB et après celle-ci.
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Figure 24. Réparation du BNT de la région terminatrice de la transcription du gène de l’ARN 35S dans 
une souche rpal2A. (A) Gel de séquençage montrant la réparation des PDs du BN T dans la région 
terminatrice de la transcription. La piste U est l ’extension d 'am orce réalisée sur de l’ADN extrait de cellules 
non-irradiées. Les pistes 0, Vi, 1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec l ’ADN extrait de cellules 
immédiatement après irradiation (180J/nr) ou après 0,5, 1, 2 et 4 heures de réparation. Les pistes G, A, T, C 
sont le séquençage de la région analysée. (B) Graphique m ontrant le temps pour réparer 50% des PDs pour 
chaque position dans le BNT dans la région terminatrice de la transcription. Chacun des points représente la 
réparation d ’un PD à une position exacte de la région terminatrice. La position des sites de term inaison est 
représentée en dessous du graphique de réparation.
3.3.2 Réparation dans la souche nsilA
Pour le mutant nsilA, au niveau du BT la réparation avant le site de terminaison T1 se fait 
en 2,95 h ±0,7 h. Entre le site T1 et T2, la réparation de 50% des dommages se fait 2,7 h 
±1,20 h. Après le site T2, la réparation devient légèrement plus lente et la moitié des 
dommages sont réparés en 3,17 h ±0,69h (Fig.26 A et C), ce qui est plus rapide que dans le 
WT. De plus si on regarde la réparation exclusivement dans la RFB, la réparation se fait en 
3,09 h ±1,02 h, ce qui est 1 heure et demie plus rapide que dans le WT. La réparation reste 
similaire après la RFB à 3,01 h ±0,98 h, ce qui est aussi plus rapide, de façon
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statistiquement significative, que le BT (Fig.26 B et D). Dans le BNT, la réparation avant 
le T1 se fait en 4,92 h ±0,58 h, ce qui est un peu plus lent que dans le BT, se chiffre à 2,96 
h ±0,74 h entre les sites T1 et T2 et reste similaire après le site T2 (2,90 h ±0,79 h) (Fig.27).
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Figure 26. Réparation du BT de la région terminatrice de la transcription du gène de TARN 35S dans 
une souche nsilA. (A) Gel de séquençage montrant la réparation des PDs du BT dans la région terminatrice 
de la transcription. La piste U est l ’extension d ’amorce réalisée sur de l ’ADN extrait de cellules non-irradiées. 
Les pistes 0, ‘/i, 1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec l ’ADN extrait de cellules immédiatement 
après irradiation (180J/m2) ou après 0,5, 1, 2 et 4 heures de réparation. Les pistes G, A, T, C sont le 
séquençage de la région analysée. (B) Gel de séquençage dém ontrant la réparation des PDs du BT dans la 
région de la RFB et après celle-ci. (C) Graphique montrant le temps pour réparer 50% des PDs pour chaque 
position dans le brin BT dans la région terminatrice de la transcription. Chacun des points représente la 
réparation d ’un PD à une position exacte de la région terminatrice. La position des sites de term inaison est 
représentée en dessous du graphique de réparation. (D) Graphique m ontrant le temps pour réparer 50% des 
PDs pour chaque position dans le brin BT dans la région de la RFB et après celle-ci.
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Figure 27. Réparation du BNT de la région terminatrice de la transcription du gène de l’ARN 35S dans 
une souche nsilA. (A) Gel de séquençage montrant la réparation des PDs du BNT dans la région terminatrice 
de la transcription. La piste U est l ’extension d ’amorce réalisée sur de l’ADN extrait de cellules non-irradiées. 
Les pistes 0, Vï, 1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec l ’ADN extrait de cellules immédiatement 
après irradiation (180J/m2) ou après 0,5, 1, 2 et 4 heures de réparation. Les pistes G, A, T, C sont le 
séquençage de la région analysée. (B) Graphique montrant le temps pour réparer 50% des PDs pour chaque 
position dans le BNT dans la région terminatrice de la transcription. Chacun des points représente la 
réparation d ’un PD à une position exacte de la région terminatrice. La position des sites de terminaison est 
représentée en dessous du graphique de réparation.
Des graphiques comparant le BT et le BNT de chacune des souches sont montrés dans la 
figure 28. Par ailleurs un schéma comparant la réparation dans les BT et BNT dans 3 
souches est aussi montré dans la figure 28. Les valeurs du temps moyen de réparation de 
50% dans les différentes régions analysées sont montrées dans le tableau 7.
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Figure 28. Comparaison entre la réparation des PDs dans le BT et le BNT dans la région terminatrice 
de la transcription du gène de TARN 35S dans des souches WT, rpaJ2A et n s i lA. (A) Graphique 
comparant le temps pour réparer 50% des PDs selon la position dans la région terminatrice de la transcription 
dans le BT (en bleu) et le BNT (en rouge ) chez la souche WT. Chacun des points représente la réparation 
d ’un PD à une position exacte dans le gène. La position des sites de terminaison est représentée en dessous du 
graphique de réparation. (B) Graphique com parant le temps pour réparer 50% des PDs selon la position dans 
la région terminatrice de la transcription dans le BT (en bleu) et le BNT (en rouge ) chez la souche rpal2A. 
(C) Graphique comparant le temps pour réparer 50% des PDs selon la position dans la région terminatrice de 
la transcription dans le BT (en bleu) et le BNT (en rouge ) chez la souche nsil A. (D) Représentation du temps 
moyen pour réparer 50% des PDs dans les sous-régions du la région terminatrice de la transcription dans le 
brin transcrit (en bleu) et non transcrit (en rouge). La réparation 50% du WT est représentée avec les couleurs 
pleines, rpa!2A avec des entrelacés blancs et nsil A avec des entrelacés noirs. La différence est jugée 
significative lorsque p<0,05.
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Tableau 7. Temps moyen pour réparer 50% des dommages dans la région 
terminatrice de la transcription du gène de l ’ARN 35S dans des souches W T , rpal2A  et 
n sil A.
Souche
Position Moyenne du temps de 
réparation 50%(h) ± 
écart-type
Moyenne du temps de 
réparation 50%(h) ± 
écart-type
Moyenne du 
temps de 
réparation 50%(h) 
± écart-type
BT Avant le site 
T1
2,6±1,57 2,33 ± 1,54 2,95±0,7
Entre les sites 
T1 et T2
2,21±1,01 2,52± 1,28 2,7±1,20
Après le site 
T2
4,74±0,41 3,09±1,21* 3,17±0,69*
(RFB)
(4,38±1,03) (3,48±1,21) (3,09±1,02*)
Après le RFB 3,97 ±0,44 3,72±1,13 3,01 ±0,98*
BNT Avant le site 
T1
3,97 ±0,06 5,15±0,65* 4,92 ±0,58
Entre les sites 
T1 et T2
2,58±1,44 4,08±0,35* 2,96±0,74
Après le site 
T2
(RFB)
4,06±0,62
(4,23+0,51)
3,51± 1,05 
(3,56±0,99)
2,92±0,84*
(2,90±0,79*)
* Lorsque, la différence est jugée statistiquement significative par rapport au WT.
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DISCUSSION
Un modèle a été proposé décrivant la séquence d’événements qui suivent l’induction de 
dommages UV dans l’ADNr (Tremblay et al., 2013). Dans celui-ci, la pARN-I va se 
dissocier du gène de l’ARN 35S à rencontre d’un dommage. Entre 2 CPDs, cela va 
permettre la déposition de nucléosomes, alors qu’avant le premier CPD, il y aura toujours 
tentative de transcription. Cette transcription par les pARN-I va empêcher le chargement de 
nucléosomes. Après réparation, le passage des pARN-I va permettre le déplacement de 
nucléosomes et le retour à une structure non-nucléosomale des ADNr (Fig.10). Ce modèle, 
ouvrait la porte à la possibilité qu’il y ait un gradient de TC-NER dans l’ADNr.
4.1 II y a présence d ’un gradient de TC-NER dans l’ADNr
Cette possibilité a été testée en évaluant la réparation dans différentes régions de l’ADNr. 
Tout d’abord la réparation a été analysée dans le BT d ’une souche WT. Ces expériences ont 
montré qu’il y avait un gradient dans la vitesse de réparation puisque celle-ci était plus 
rapide au début du gène dans le BT. En effet, alors que dans les 200 premiers nucléotides la 
réparation de 50% se fait en environ une demi-heure, elle se fait en une heure et demie à 
1000 nt après le TSS (début de la séquence de l’ARN 18S) et un peu moins de 3 heures 
dans les régions plus loin que 2000 nt après le TSS. Ces résultats pourraient être dûs au fait 
qu’il y ait de la TC-NER au début du gène et que la contribution de celle-ci à la réparation 
diminue dans des positions plus éloignées dans le gène. Cependant, la différence dans la 
cinétique de réparation pourrait aussi être due à certains changements structuraux qui 
permettraient une meilleure réparation au début du gène. L ’analyse du BNT était donc 
requise afin de montrer que la TC-NER était bien responsable du gradient de réparation 
observé.
Ainsi en analysant la réparation dans le BNT, il est possible d’observer que la réparation 
semble être similaire le long du gène de l’ADN ribosomal. De façon contrastante avec le 
BT, la réparation semble même plus lente dans les 300 premières pb du BNT 
comparativement au reste du gène. Notamment, la réparation de 50% des dommages dans 
cette région se fait en environ 4,93 h ±0,6 h, alors que dans les autres régions du gène, cette 
réparation se fait entre 3,5 h et 4 h. Hypothétiquement, cette observation pourrait
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s’expliquer par la proximité des facteurs d’initiation de la transcription qui diminuerait 
l’accès au dommage aux facteurs de la NER. Une autre possibilité serait que la déposition 
de nucléosomes puisse favoriser la GGR, dans ce cas-là, puisqu’il n’y as pas de chargement 
de nucléosomes au début du gène cela qui expliquerait pourquoi le BNT au début de la 
transcription est réparer plus lentement comparativement au reste du gène.
D’autre part, si on compare le BT et le BNT, au début de la transcription, on voit 
clairement l’effet de la TC-NER, comme décrit précédemment par Tremblay en 2008, 
puisque 50% des dommages sont réparés en 0,46 h ± 0 ,1 6  h alors que la réparation est 
beaucoup plus lente dans le BNT en 4,93 h ±0,6 h. Au début du 18S, la réparation de 50% 
des dommages dans le BT se fait en 1,62 h ±0,55 h comparativement à 3,55 h ±0,93 h dans 
le BNT. Ainsi il semble aussi y avoir de la TC-NER dans la région 18S, même si on 
observe une diminution de la différence entre le BT et le BNT comparativement au début 
de la transcription. De plus, à la fin et le milieu du 18S, même si les positions des CPDs 
analysées ne sont pas superposées, la réparation semble encore lente dans le BNT 3,83 h 
±0,53 h comparativement au BT 2,63 h ± 0,43 h. Dans le milieu du 25S, la différence 
diminue significativement, le BT étant réparé en 2,62 h ±0,54 h alors que le BNT est réparé 
en 3,17±0,71 h. La différence n’est pas statistiquement significative, cependant ces résultats 
suggèrent qu’il subsiste un peu de TC-NER au milieu du 25S. Il est aussi à noter que la 
réparation du BNT dans le milieu du 25S est plus rapide que dans le reste de l’ADNr et il se 
peut ceci soit due à l’erreur expérimentale. De la même manière, la différence n’est pas 
grande à la fin du 25S entre le BT (3,24 h ± 0,77 h) et le BNT (3,67 h ±1,14 h), mais le BT 
est tout de même réparer un peu plus rapidement, suggérant qu’il y a une certaine 
réparation du à la TC-NER dans le BT du 25S.
Pour confirmer les résultats obtenus démontrant un gradient de TC-NER dans une souche 
WT, l’analyse a été refaite dans une souche rad34A. Cette souche, est déficiente dans la 
TC-NER des gènes ribosomaux. La réparation préférentielle du brin transcrit devrait être 
abolie et la réparation devrait être équivalente entre les 2 brins d’ADN. C ’est effectivement 
ce qu’on observe dans la région du 18S puisque la réparation de 50% des dommages dans 
le BT est de 3.16 h ±1,22 h alors que dans le BNT elle se fait en 3,32 h ±1,00 h. La 
réparation est donc très similaire entre les 2 brins, indiquant qu’il n’y as pas de TC-NER.
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De plus, on observe un ralentissement de la réparation seulement dans le BT 
comparativement au WT. Ceci confirme que la réparation plus rapide du BT dans la région 
du 18S est due à la TC-NER. Dans le 25S, la réparation du BT se fait en 3,43 h ±0,89 h et 
celle du BNT en 4,11 h ±0,9 h. Ainsi, il semble y avoir un ralentissement de la réparation 
dans le BT lorsqu’on délète RAD34, cependant un ralentissement similaire est observé dans 
le BNT. Cependant, le temps pour réparer la moitié des dommages dans le BNT du 25S de 
rad34A est similaire à ce qui a été observé dans le reste de l’ADNr du WT qui répare en 
environ 3,5 h à 4 h, ce qui suggère qu’il n’y as pas vraiment de ralentissement dans les 
niveaux de réparation à ce niveau. D ’un autre côté, la réparation ralentie dans le BT du 25S 
d’une souche rad34A par rapport au WT, serait peut-être due à l’abolition de la TC-NER à 
ce niveau, cependant il est dur de conclure étant donné les données assez rapprochées entre 
le WT et rad34A. Finalement il est important de noter que les expériences dans rad34A et 
dans le BNT du WT n’ont été réalisées qu’une seule fois et il serait important de les faire 
une deuxième fois afin de clarifier certains éléments comme la présence de TC-NER au 
niveau du 25S.
Néanmoins, ces résultats appuient fortement le modèle proposé puisqu’on observe un 
gradient de TC-NER dans l’ADNr, dans lequel on observe de la TC-NER au début de la 
transcription ainsi que dans la région du 18S et peu ou pas de TC-NER dans la région du 
25S.
4.1.1 Moyens d ’étudier la TC-NER de l ’ADNr sans les gènes inactifs 
Il est aussi important de mentionner, que ces expériences ont été réalisées sans séparer les 
gènes actifs et inactifs. Ainsi la réparation observée inclus aussi celle des gènes inactifs qui 
sont réparés exclusivement par la GG-NER. C ’est-à-dire que la réparation due à la TC-NER 
dans les gènes actifs est diluée par la réparation plus lente dans les gènes inactifs. Ce qui 
expliquerait pourquoi il est difficile de voir l ’effet de la TC-NER dans certaines régions où 
le niveau de TC-NER serait moindre tel que le 25S. Un moyen de régler ce problème serait 
de séparer les gènes actifs et inactifs et d ’analyser la réparation exclusivement dans les 
gènes actifs. Une méthode a déjà été utilisée dans notre laboratoire afin de séparer les 2 
formes de l’ADNr (Conconi et al., 2002; Tremblay et al., 2008). Cette technique se base 
sur les sensibilités différentielles des gènes ouverts et fermés aux enzymes de restrictions
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afin de les séparer. En effet, il est possible d’isoler les noyaux cellulaires, tout en 
conservant la structure chromatinienne des gènes ribosomaux. Par la suite, une digestion 
enzymatique va permettre de libérer les gènes ouverts, alors que les gènes fermés ne seront 
pas digérés puisque les nucléosomes vont réduire l’accessibilité aux enzymes de restriction. 
Les nucléosomes seront par la suite enlevés, et l’ADN sera digéré avec une autre enzyme 
de restriction, permettant de retirer les gènes fermés. Ceci permettra d’obtenir des 
fragments de tailles différentes pour les gènes fermés et ouverts qui pourront par la suite 
être séparés et purifiés sur gel. Cependant, maintenant qu’on sait qu’il y a fermeture des 
gènes ribosomaux après irradiation, cette technique n’est peut-être pas appropriée. 
Notamment, puisqu’il y a fermeture des gènes ouverts immédiatement après irradiation, ils 
risquent d’être séparés comme des gènes fermés. De même manière, au cours de la 
réparation, il est possible que seuls les gènes qui sont réparés, soient séparés comme des 
gènes ouverts, ce qui biaiserait les résultats obtenus. Alternativement, la réparation pourrait 
être étudiée dans une souche ayant un nombre réduit de gènes d ’ADN ribosomal. Par 
exemple une souche ayant 42 gènes ribosomaux pourrait être utilisée puisque ses gènes 
ribosomaux sont essentiellement tous actifs (French et al., 2003). Le fait que tous les gènes 
soient actifs, permettrait une interprétation plus aisée des niveaux TC-NER, puisque la 
réparation observée ne sera pas cachée par celles des gènes inactifs.
Il serait aussi possible de travailler dans une souche rad4A. Dans cette souche, il n ’y a 
pas plus de NER, sauf dans le brin transcrit des gènes ribosomaux actifs dans lequel la 
TC-NER subsiste. De plus, la délétion de RAD4  semble potentialiser la NER 
(Tremblay et al., 2008). Ceci serait potentiellement dû à une plus grande disponibilité 
des facteurs de la NER pour réaliser la TC-NER, puisqu’il n ’y a pas de GG-NER.
Ainsi dans cette souche, il serait possible de voir directement le gradient de TC-NER, 
sans contamination par la GG-NER. L ’effet probable da la TC-NER dans la région du 
25S serait ainsi plus facile à observer.
4.1.2 Pourquoi la TC-NER ne commence que 4 0 pb après le TSS?
De façon intéressante, la TC-NER ne semble commencer qu’après 40 pb après le début de 
la transcription. Ceci est diffèrent de ce qu’on peut observer pour la pARN-II, dans laquelle 
la TC-NER peut commencer dans la zone du promoteur. En effet dans les gènes GALJ et 
GAL10, la TC-NER commence 180 et 200 pb en amont du TSS (Li & Smerdon, 2004; Li & 
Smerdon, 2002). De la même manière la TC-NER commence 40 pb en amont du TSS pour
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le gène RPB2 (Li & Smerdon, 2002). Par contre dans le gène URA3, la TC-NER, tout 
comme pour l’ADN ribosomal, commence 40 nt après le TSS (Tijsterman et al., 1997). 
Plusieurs hypothèses sont possibles pour expliquer le fait que la TC-NER ne commence 
que 40 pb après le début de la transcription dans l’ADNr. La première est que la TC-NER 
nécessiterait la relâche de facteurs d ’initiations de la transcription. Notamment, cela 
pourrait être Rm3p, qui est relâché de la pARN-I après le début de la transcription (Bier et 
al., 2004). D’autre part, la relâche de Rm3p coïncide avec le recrutement des facteurs 
d’élongation Spt4p et Spt5p (Viktorovskaya et al., 2011). Ce recrutement pourrait aussi être 
nécessaire à la TC-NER. Pour tester l’hypothèse de la relâche de Rrn3p, il serait possible 
d ’utiliser une souche nommée CARA « Constitutive Association o f Rm 3 and A43 ». Cette 
souche a la protéine Rrn3p fusionnée à la pARN-I (Chédin et al., 2007). D serait donc 
possible de vérifier si dans cette souche la TC-NER va être inhibée dû au fait que Rm3 
n ’est pas relâchée de la polymérase. De la même manière il serait possible de vérifier si la 
TC-NER est abolie dans une souche spt4A. Par contre, le gène SPT5 est un gène essentiel 
conservé parmi le règne eucaryote et ne peut donc pas être délété (Swanson et Winston, 
1992). Cependant, il serait possible d’utiliser des souches dans lesquelles des mutations 
ponctuelles de SPT5 affectent partiellement la transcription de la pARN-I et vérifier si elles 
affectent aussi la TC-NER (Schneider et al., 2006).
4.1.3 Rôle des sous-unités de la pARN-I dans la TC-NER
Comme mentionné plus tôt, pour les gènes transcrits par la pARN-II, il existe de la TC- 
NER indépendante de Rad26p (Li et Smerdon 2002). De manière intéressante, cette TC- 
NER est dépendente de sous-unités de la pARN-II : En effet, cette TC-NER va dépendre de 
la sous-unité Rpb9 et va être modulée par la sous-unité Rpb4. Ces deux sous-unités ne sont 
pas essentielles pour la viabilité et la transcription (Woychick et Young, 1989 et 1991; 
Choder et Young, 1993). Ceci amène à s’interroger également sur le rôle de certaines sous- 
unités de la pARN-I dans la TC-NER. Tout comme Rpb9, les sous-unités accessoires de la 
pARN-I vont avoir des rôles dans l’initiation de la transcription et l’élongation et vont 
pouvoir être délétés sans affecter la viabilité des cellules (Gadal et al., 1997). Ainsi, il serait 
intéressant de faire une sorte de criblage, dans lequel on testerait la capacité à initier la TC- 
NER dans la région du début de la transcription dans des souches rpal2A, rpal4A, rpa34A, 
et rpa49A. Éventuellement, si on trouvera qu’une sous-unité est entièrement ou
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partiellement nécessaire à la TC-NER, il y aura la possibilité d’analyser une interaction 
avec Rad34p, ainsi que son implication dans la TC-NER au dans la totalité du gène.
4.1.4 Rôle de R adlô dans la réparation d ’ADN non-nucléosomal
D ’un autre côté, le rôle du complexe Rad7/16p dans la réparation par excision de 
nucléotides reste encore à définir. De nombreuses évidences tendent à montrer que le 
complexe Rad7/16p est impliqués dans le remodelage afin de permettre l ’accès au 
dommage. Notamment parce que Radlô fait partie de la famille SWI/SNF de facteurs de 
remodelage de la chromatine et qu’il y a une acétylation dépendante de Radlô de l’histone 
H3 à la suite d’une irradiation aux UV (Teng et al., 2008; Bang et al., 1992; Schild et 
al. 1992). Par contre, une étude a montré que le complexe Rad7/16 était important pour la 
réparation de plusieurs régions dépourvues de nucléosomes (Lettieri et al., 2008). 
Cependant, cette étude n’excluait pas le fait qu’il était peut-être nécessaire que les 
nucléosomes soit déplacés afin de permettre l’étape d’excision de la NER, puisque les 
régions sans nucléosomes analysées sont relativement petites (< 200 pb) et in-vitro un 
substrat minimal de 100 pb est nécessaire afin de permettre l ’étape d’excision (Yuan et al., 
2005; Huang et Sancar, 1994). Au niveau de l’ADNr, dans une souche radlôA, la 
réparation du BNT est diminuée comparativement au WT, mais pas complètement abolie. 
(Verhage et al. 1996b). Il a été supposé, que le brin non-transcrit non-nucléosomal des 
gènes ouverts pouvait être réparé sans l’apport du complexe Rad7/16. Le brin transcrit 
quant à lui semblait pouvoir être réparé de la même manière que le WT. À la lumière de ce 
qui est connu maintenant à propos de la séquence d’événements dans l’ADNr à la suite 
d’une irradiation aux UV, une étude au nucléotide près tel que présentée dans ce mémoire 
pourrait être utile pour éclaircir le rôle du complexe Rad7/16 et son apport dans la 
réparation de l’ADNr. En effet, puisqu’avant le premier CPD une structure non- 
nucléosomale serait conservée, dans la région du début de la transcription la réparation par 
GG-NER du BNT pourrait être indépendante du complexe Rad7/16. Alors qu’après le 
premier CPD, la réparation dépendrait du complexe Rad7/16 puisqu’il y aurait présence de 
nucléosomes. Ainsi, la réparation pourrait être analysée dans une souche radlôA  le long de 
l’ADN ribosomale. On s’attendrait à ce que dans le BNT de radlôA, de manière similaire à 
ce qui a été observé pour la TC-NER dans le WT, qu’il y ait un gradient de réparation qui 
soit formé. Ainsi, le début du gène serait réparé normalement par la GG-NER puisqu’il n ’y
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as pas de nucléosomes, alors que la fin du gène ne sera réparé qu’après réparation du 
premier CPD et le passage de la pARN-I qui permettra de déplacer les nucléosomes. 
D ’autre part, dans le BT on observerait aussi un gradient de réparation, dans lequel le début 
du gène est réparé rapidement par la TC-NER et celle-ci diminue lorsqu’on avance plus 
loin dans le gène. L ’analyse dans une souche double mutante radl6/34ts permettrait de 
confirmer que la réparation plus rapide potentiellement observée dans le BNT au début du 
gène comparativement à la fin du gène n’est pas due à un effet de proximité avec la TC- 
NER. De plus, ceci permettrait de voir si une réparation est encore possible dans le BT 
nucléosomale. D’ailleurs, tout comme mentionner pour la TC-NER dans le WT, il serait 
possible de séparer les gènes actifs et inactifs afin de confirmer les résultats obtenus ou 
d’en obtenir la meilleure interprétation. De la même manière, l’utilisation de la souche 
ayant un nombre réduit d’ADNr pourrait s’avérer utile.
4.2 La réparation dans la région terminatrice de la transcription de l ’ADNr
La technique d’extension d’amorce ayant été utile afin d’étudier la TC-NER le long du 
gène de l’ADN ribosomale, il a été décidé de l’utiliser afin d’étudier la réparation au niveau 
de la terminaison.
4.2.1 Réparation dans la souche W T
Ainsi, pour le WT, juste avant le site T l, il semble y avoir encore de la TC-NER puisque 
dans le BT 50% des dommages sont réparés en moyenne en 2,6 h ±1,57 h alors que le 
BNT est réparé en 3,97 h ±0,06 h. Entre les sites T l et T2, la réparation se fait en moyenne 
en 2,21 h ±1,01 h. Ceci suggère qu’il y a encore de la TC-NER qui persiste après le site T l, 
cependant en analysant la réparation de la BNT, celle-ci se fait environ à la même vitesse 
que le BT, c’est-à-dire en 2,58 h ±1,44 h. Donc, il n’y a pas ou peu de TC-NER observable 
après le site T l. Le fait qu’entre les sites T l et T2, le BT et le BNT soit réparés 
relativement rapidement même si il n’y as pas de TC-NER, serait peut-être due à la torsion 
de l’ADN induite par la liaison d’une protéine au site Rebl. Par la suite après le site T2, il y 
a un ralentissement dans la vitesse de réparation dans les 2 brins. Ainsi, le BT est réparé en 
4,74 h ±0,41 h et le BNT en 4,06 h ±0,62 h. De plus, si on s’intéresse spécifiquement au 
RFB, la réparation est de 4,38 h ±1,03 h dans le BT et de 4,23 h ±0,51 h dans le BNT, ce 
qui est très similaire et indique qu’il n’y as pas de TC-NER à ce niveau. Donc, dans le WT,
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la TCR arrête au site Tl et il n’y a pas de TCR observable entre les sites T l et T2, même si 
in-vivo 10% des polymérases traverse le site T l.
4.2.2 Réparation dans la souche rpal2A
La réparation a par la suite été analysée dans une souche rpa!2A. Dans cette souche, la 
terminaison de la transcription dans l’ADN ribosomal est altérée et les polymérases 
peuvent continuer à transcrire sans produire d ’ARN jusqu’au promoteur de la pARN-I. On 
s’attend donc qu’il y’ait de la TC-NER après le site T l dans cette souche, à moins que 
l’ARN soit essentiel à la TC-NER. Avant le site T l il semble y avoir de la TC-NER 
puisque dans le BT 50% les dommages sont réparés en moyenne en 2,33 h ±1,54 h alors 
que le BNT ils sont réparés en 5,15 h ±0,65 h. Entre le site T l et T2, la réparation continue 
de même manière, puisque le BT est réparé en 2,52 h ± 1,28 h alors que la BNT est réparé 
plus lentement en 4,08 h ±0,35 h. Ceci indique que la TC-NER peut continuer après le site 
T l dans cette souche. Par ailleurs, si on compare avec le WT, ce qu’on observe est que c ’est 
la vitesse de réparation dans le BNT qui diminue et non celle dans le BT qui augmente. 
Potentiellement, ceci serait dû à une perturbation de la structure secondaire qui permettait 
une meilleure réparation aussi bien dans le BT et le BNT du WT. Le BT de rpal2A  
maintiendrait une vitesse de réparation rapide à cause de la TC-NER. Un moyen de 
confirmer que c’est bien de la TC-NER serait d’étudier la réparation dans une souche 
double mutant rpal2/rad34A. Dans cette souche un temps de réparation de 50% des 
dommages d’environ 4 heures dans les 2 brins serait attendu et confirmerait l’implication 
de la TC-NER dans la réparation entre les sites T l et T2. Après le site T2, il ne semble pas 
y avoir de TC-NER puisque la réparation dans le BT est de 3,09 h ±1,21 h alors que celle 
du BNT est de 3,51 h ±1,05 h, une différence non-significative. Cependant la réparation 
semble un peu plus rapide que dans le WT, peut-être due à un peu de TC-NER après le site 
T2. D ’autre part, spécifiquement au RFB, il ne semble pas y avoir de TC-NER puisque les 
2 brins sont réparés de la même manière en environ 3,5 h. Les vitesses de réparation sont 
un peu plus rapides que dans le WT, mais ce ne sont pas des différences statistiquement 
significatives. Ceci suggère que la TC-NER continue jusqu’au site T2 et après il n’y as plus 
de TC-NER. Possiblement, ceci serait dû à l ’arrêt de la plupart polymérases au site T2. 
Après ce site, la densité de polymérases serait peut-être trop basse pour qu’on puisse 
détecter la TC-NER avec l’extension d’amorce, la plupart des dommages étant réparé par la
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GG-NER. Alternativement, la possibilité que l’ARN soit nécessaire à la TC-NER n’est pas 
à exclure. Il serait donc intéressant de vérifier s’il y a encore production d ’ARN entre les 
sites T l et T2 et si oui jusqu’à quelle position de l ’ADN ribosomale il y a production 
d’ARN. Par ailleurs des analyses par RT-PCR ne semblent pas indiquer qu’il y a 
production d’ARN après le site T l dans une souche rpal2A  et que les niveaux détectables 
étaient exactement les mêmes que pour le WT (Prescott et a/.2004). Donc, les résultats 
obtenus vont à rencontre de l’idée que la production d’ARN est nécessaire à la TC-NER.
4.2.3 Une protéine se lie-elle au site T2?
Par ailleurs peu de choses sont connues sur le site T2, à part le fait que la transcription 
s’arrête à ce niveau. Notamment, on ne sait pas si des facteurs se lient au niveau du T2 afin 
de permettre l’arrêt de la transcription. Une méthode afin de déterminer la liaison de 
protéines à l’ADN, aisément réalisable dans le laboratoire du Dr. Conconi, serait de faire un 
« UVphotofootprinting ». Cette technique se base sur le fait que les protéines liées à l’ADN 
vont inhiber la réparation des dommages UV par la photolyase. D’ailleurs cette technique a 
été utilisée pour déterminer qu’UAF est toujours lié au promoteur de l’ADNr 35S alors que 
le CF liait seulement le promoteur des gènes actifs (Meier et Thoma, 2005). D ’ailleurs dans 
les résultats présentés dans ce mémoire, il semble y avoir un ralentissement de la réparation 
à proximité du site de liaison de Rebl (Fig.22 A et C). Ceci pourrait être dû à la l’inhibition 
de la réparation par la liaison de N silp au site de liaison de Rebl ou à une modulation de la 
réparation du à un changement structurel induit par la liaison de la protéine. Pour le site T2, 
un tel phénomène n’est pas observable, mais peut-être que l’inhibition de la réparation 
induite par la liaison d’une protéine est cachée par le ralentissement général de la réparation 
observé après le site T2. L’UV « photofootprinting » de la région terminatrice à l’aide de 
la photolyase pourrait aider à éclaircir si une protéine se lie au site T2, ainsi que de 
déterminer si le ralentissement observé au T l est dû à la l ’inhibition de la réparation à ce 
niveau. Fait à noter, quoique non-mentionné dans l’étude de Reiter en 2012, la technique 
de ChEC permet de visualiser une faible liaison de N silp  à proximité du site T2.
4.2.4 Réparation dans la souche nsil A
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De la même manière une délétion de NSI1 pourrait lever l’inhibition de la réparation à 
proximité du site Rebl, ainsi que permettre aux polymérases de passer à travers du site T l, 
permettant de la TC-NER après le site T l de la même manière que pour la souche rpa!2A. 
Ainsi dans la souche nsil A, avant le site T l on observe de la TC-NER puisque le BT est 
réparé en 2,95 h ±0,7 h et le BNT en 4,92 h ±0,58 h. Par contre, de manière assez 
surprenante, il n’est pas possible d’observer de TC-NER après site T l. Notamment ente le 
site Tl et T2, le BT est réparé en 2,7 h ±1,20 h alors que le BNT est réparé en 2,96 h ±0,74 
h. Après le site T2, la réparation des dommages est similaire entre le BT et le BNT. Par 
contre, fait très intéressant, la réparation après le T2 est plus rapide que dans le WT, et ce 
dans les 2 brins. De la même manière, en analysant la réparation spécifiquement dans la 
RFB, la réparation est similaire entre les 2 brins, mais plus rapide que dans le WT. Cette 
réparation plus rapide semble même vouloir continuer après la RFB (Voir tableau 7).
4.2.5 Rôle d ’une transcription par la pARN-II et Tacétylation des histones dans la 
réparation d ’une souche nsil A
Quelques hypothèses sont possibles afin d ’expliquer cette réparation plus rapide après le 
site T2 dans la souche nsil A. La première vient du rôle de N silp dans le « silencing » de 
l’ADNr (Ha et al., 2012). En effet, la délétion de NSI1 entraîne une diminution du 
recrutement de Sir2p et une hyperacétylation de l’histone H3 spécifiquement au niveau de 
l’IGSl. Puisque les histones sont hyperacétylées, ceci suggère une chromatine plus ouverte 
et une réparation facilitée des dommages par la GG-NER dans l’IGSl. D’un autre côté, il 
est possible que la diminution du recrutement de Sir2p au niveau de l’IGSl entraine la 
transcription par la pARN-II contrôlée par le promoteur E-Pro. Ceci pourrait se traduire par 
de la TC-NER due à la pARN-II sur un des brins dans l’IGSl. En l’occurrence ça serait le 
BNT par la pARN-I. D ’autre part, ceci ouvre la porte au fait qu’il y ait encore de la TC- 
NER par la pARN-I après les sites T l et T2. Notamment une hypothèse possible est qu’il y 
a de la TC-NER par la pARN-I sur le BT et par la pARN-II sur le BNT qui entrainerait une 
réparation plus rapide sur les 2 brins comparativement au WT. Ceci impliquerait que la TC- 
NER due aux deux polymérases opère à une vitesse équivalente. Un moyen d’explorer cette 
hypothèse serait d’analyser la réparation dans l’IGSl dans des doubles mutants 
nsil/rad34A et nsil/rad26A. Ainsi dans le double mutant nsil/rad34A, seul la TC-NER par 
la pARN-II serait observable alors que dans le double mutant nsil/rad26A, ce serait la TC-
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NER par la pARN-I. Par ailleurs, il serait aussi possible de détecter la présence de pARN-II 
entre le T l et la RFB à l’aide de techniques comme T immunoprécipitation de la chromatine 
(ChIP) ou le ChEC. Si la présence de pARN-II ou de la TCR dépendante de celle-ci ne sont 
pas observées, cela donnera encore plus de poids à l ’hypothèse que la réparation plus 
rapide est due à une hyperacétylation des histones dans 1TGS1. Il serait possible de tester si 
on observe le même phénomène dans des souches sir2A ou fo b l A, dans lequel le 
recrutement de Sir2p à l ’IGSl est diminué. Cependant, dans la souche sir2A et 
possiblement dans fo b l A, la transcription par la pARN-II risque d’être activée. De la même 
manière que précédemment, l’analyse dans des doubles mutants dans lesquels RAD26 est 
aussi délété, permettra d’exclure ou non la possibilité que la TC-NER par la pARN-II soit 
impliqués dans la réparation plus rapide observé.
Par ailleurs, la possibilité qu’il y ait de la TC-NER par la p-ARNI entre les sites T l et T2 
n’est pas à exclure, même si les temps moyens de réparation de réparation de 50% des 
dommages sont très similaires entre le BT et le BNT. En effet, en observant le graphique 
comparant le BT et le BNT (Fig.28C) on observe tout de même une réparation plus rapide 
après le site T 1 dans le BT comparativement au BNT. Notamment, la moyenne est similaire 
entre les 2 brins à cause que quelques points qui sont réparés relativement lentement dans le 
BT. De plus, il est possible que l’acétylation des histones, en augmentant la GG-NER dans 
le BNT, cache un peu les effets de la TC-NER par la pARN-I. De la même manière, il se 
peut qu’il y ait de la TC-NER par la pARN-II dans le BNT qui dissimule la réparation plus 
rapide due à la TC-NER par la pARN-I dans le BT. Des études dans des doubles-mutants 
nsil/rad34A et nsil/rad26A pourraient aider à éclaircir cette question.
Donc, l’analyse de la réparation dans les souches rpa!2A et nsil A montre une réparation 
plus rapide dans la région terminatrice de la transcription. Alors que pour rpal2A, il semble 
y avoir de la TC-NER après le site T l, la situation est beaucoup moins claire pour nsil A. 
Notamment, l’effet de la transcription par la pARN-II dans la réparation de la région 
terminatrice dans une souche nsil A devra être exploré. D’autre part, il serait éventuellement 
intéressant de comprendre le lien entre la terminaison de la transcription et le « silencing » 
de l’ADNr. Notamment si le rôle de N silp dans le « silencing » est dépendant ou non de la 
terminaison.
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CONCLUSION
Des études antérieures de notre laboratoire avaient permis d’établir un modèle du destin de 
la pARN-I à rencontre d ’un dommage UV. Dans celui-ci la polymérase décroche de 
l’ADNr à l ’encontre d ’un PD, ce qui permet le chargement de nucléosomes dans l’ADNr. 
Cependant, avant le premier CPD, il y a toujours tentative de transcription par la pARN-I, 
ce qui empêche la déposition de nucléosomes à ce niveau. Si ce modèle est vrai, il y aura 
plus de TC-NER au début du gène que vers la fin. Les résultats exposés dans ce mémoire, 
appuie clairement ce modèle puisqu’un gradient dans la vitesse de réparation dans le BT est 
observé. De surcroît, l’analyse du BNT et celle réalisée dans une souche rad34A montrent 
que ce gradient est dû à la TC-NER. Cependant, l’analyse réalisée contient un défaut 
puisque les deux formes de l’ADNr ne sont pas analysées séparément. Notamment, la 
réparation plus rapide due à la TC-NER dans les gènes actifs est diluée par la GG-NER 
dans les gènes inactifs et ceci laisse place à l’interprétation au niveau de l’implication de la 
TC-NER dans la réparation de certaines régions de l’ADNr.
D’un autre côté, l’extension d’amorce a été utilisée pour étudier la terminaison de la 
transcription. Les résultats dans le WT montrent que la TC-NER semble bel et bien s’arrêter 
au site T l de terminaison. Cependant entre les sites T l et T2, la réparation est relativement 
rapide même si il n’y a pas de TC-NER. Ceci est potentiellement dû à un effet structurel dû 
à la terminaison de la transcription. Cet effet structurel serait perdu dans les mutant rpa!2A 
et nsil A. Dans la souche rpal2A, la TC-NER est observable jusqu’au site T2. Après celui- 
ci la contribution de la TC-NER à la réparation diminue, suggérant que la plupart des 
polymérases s’arrêtent au site T2. Finalement, dans une souche nsil A, la réparation plus 
rapide observée après le site T2 comparativement au WT est peut-être due à la transcription 
par la pARN-II qui est activée pour un des brins et le passage de la pARN-I après le site de 
terminaison dans l’autre brin. Alternativement, l’acétylation augmentée des histones au 
niveau de l’IGSl en absence de N silp  pourrait faciliter la réparation et expliquer la 
réparation plus rapide observée.
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ANNEXES
Annexe 1. Réparation le long de l’ADNr
Temps moyen de réparation 50% : 2,63±0,43 heures
Figure 1. Réparation à la fin du 18S du BT dans une souche WT. (A) Gel de séquençage m ontrant la 
réparation des PDs dans le BT à la fin du 18S. La piste U est l ’extension d ’amorce réalisée sur de F ADN 
extrait de cellules non-irradiées. Les pistes 0, Vi, 1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec F ADN 
extrait de cellules immédiatement après irradiation (180J/m2) ou après 0,5, 1, 2 et 4 heures de réparation. (B) 
Graphique montrant le temps moyen pour réparer 50% des PDs du BT à la fin du 18S pour chacun des 
dommages. (C) Temps en moyenne pour réparer 50% des PDs du BT à la fin du 18S
109
B
l, 0 ' ; I 2 4
• 5 s * l  S t t i : *
■ * •* 5  ‘ ■ « ï î t *
~ f i « ï   -------
♦S? i ï  . . . .  ^  
- f i ,  w - *
* > r .
4 •
C.L»ur.C-
1
VrflO T  M ) >M»0 *<HM» 400(1 4 1 0 0  4 2 0 0
Position après ie ï S S lp b )
Temps m oyen de réparation 50%  : 2,82±0,62 heures
5  - I I H
Figure 2. Réparation au début du 25S du BT dans une souche WT. (A) Gel de séquençage montrant la 
réparation des PDs dans le BT au début du 25S. La piste U est l ’extension d ’amorce réalisée sur de l’ADN 
extrait de cellules non-irradiées. Les pistes 0, V2 , 1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec l’ADN 
extrait de cellules immédiatement après irradiation (180J/m 2) ou après 0,5, 1, 2 et 4 heures de réparation. (B) 
Graphique montrant le temps moyen pour réparer 50% des PDs du BT au début du 25S pour chacun des 
dommages. (C) Temps en moyenne pour réparer 50% des PDs du BT au début du 25S.
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Temps moyen de réparation 50% : 3,24±0,76 heures
Figure 3. Réparation à la fin du 25S du BT dans une souche WT. (A) Gel de séquençage m ontrant la 
réparation des PDs dans le BT à la fin du 25S. La piste U est l ’extension d ’amorce réalisée sur de l’ADN 
extrait de cellules non-irradiées. Les pistes 0, Vi, 1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec l’ADN 
extrait de cellules immédiatement après irradiation (180J/m‘) ou après 0,5, 1. 2 et 4 heures de réparation. (B) 
Graphique montrant le temps moyen pour réparer 50% des PDs du BT à la fin du 25S pour chacun des 
dommages. (C) Temps en moyenne pour réparer 50% des PDs à du BT à la fin du 25S.
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Temps m oyen de réparation 50% : 4 ,93± 0,61heures
Figure 4. Réparation au début de la transcription du BNT dans une souche WT. (A) Gel de séquençage 
montrant la réparation des PDs dans le BNT au début de la transcription. La piste U est l’extension d ’amorce 
réalisée sur de l ’ADN extrait de cellules non-irradiées. Les pistes 0, V2 , 1, 2 et 4 sont les extensions d ’amorces 
réalisées avec l’ADN extrait de cellules immédiatement après irradiation (180J/m2) ou après 0,5, 1, 2 et 4 
heures de réparation. (B) Graphique montrant le temps moyen pour réparer 50% des PDs du BNT au début de 
la transcription pour chacun des dommages. (C) Tem ps en moyenne pour réparer 50% des PDs du BNT au 
début de la transcription.
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Temps moyen de réparation 50% : 3,56±0,93 heures
Figure 5. Réparation au milieu du 18S du BNT dans une souche WT. (A) Gel de séquençage m ontrant la 
réparation des PDs dans le BNT à la fin du 18S. La piste U est l ’extension d ’amorce réalisée sur de l’ADN 
extrait de cellules non-irradiées. Les pistes 0, Vi, 1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec l ’ADN 
extrait de cellules immédiatement après irradiation (180J/m 2) ou après 0,5, 1, 2 et 4 heures de réparation. (B) 
Graphique montrant le temps moyen pour réparer 50% des PDs du BT au milieu du 18S pour chacun des 
dommages. (C) Temps en moyenne pour réparer 50% des PDs du BNT au milieu du 18S.
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Figure 6. Réparation à la fin du 25S du BNT dans une souche WT. (A) Gel de séquençage montrant la 
réparation des PDs dans le BNT à la fin du 25S. La piste U est l ’extension d ’amorce réalisée sur de l’ADN 
extrait de cellules non-irradiées. Les pistes 0, Vi, 1,2 et 4 sont les extensions d ’amorces réalisées avec l ’ADN 
extrait de cellules immédiatement après irradiation (180J/m2) ou après 0,5. 1, 2 et 4 heures de réparation. (B) 
Graphique montrant le temps moyen pour réparer 50% des PDs du BNT à la fin du 25S pour chacun des 
dommages. (C) Temps en moyenne pour réparer 50% des PDs à du BNT à la fin du 25S.
